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Referat: 
Beatmungsbedingte Lungenschäden in der Therapie des akuten Atemnotsyndroms (ARDS) 
sind aufgrund der inhomogenen Vorschädigung der Lunge praktisch unvermeidbar. Die 
unphysiologische mechanische Belastung der Lunge führt über Volutrauma, Atelektotrauma 
und Biotrauma nicht selten zur Exazerbation des Syndroms und trägt zur hohen Mortalität 
des ARDS bei. Pharmakologische Interventionsmöglichkeiten sind Gegenstand der aktuellen 
Forschung. Diesbezüglich vielversprechend ist die zentrale Komponente des Kinin-Kallikrein-
Systems, namentlich Bradykinin, das über seinen B2-Rezeptor anti-apoptotische Signalwege 
aktivieren kann und somit zellprotektive Wirkung besitzt. In der vorliegenden Arbeit wurde 
untersucht, in welcher Weise zyklische mechanische Dehnung die Konzentration einzelner 
Komponenten des Kinin-Kallikrein-Systems in isolierten alveolären Epithelzellen (Typ II) der 
Ratte beeinflusst. Dafür wurden die alveolären Typ-II-Zellen auf speziellen BioFlex®-
Membranen kultiviert und für 24 Stunden zyklisch mit hoher Dehnungsamplitude gedehnt. 
Anschließend wurden mit etablierten Analysemethoden in Zellüberständen bzw. Zelllysaten 
die Konzentrationen von Kininogen 1, Bradykinin und vom B2-Rezeptor gemessen, sowie die 
Aktivität des Enzyms Kallikrein und des Bradykinin-Abbaus bestimmt - jeweils im Vergleich 
mit Überständen bzw. Lysaten ungedehnter AT-II-Zellkulturen. Es zeigte sich dehnungs-
bedingt eine Zunahme der Bradykinin-Produktion durch Kininogen und Kallikrein und eine 
stark gesteigerte Bradykinin-abbauende Aktivität, sodass sich der Bradykininspiegel 
insgesamt verringerte. Die Konzentration des B2-Rezeptors blieb unverändert. Detailliertes 
Wissen über den Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf die Einzelkomponenten des 
Kinin-Kallikrein-Systems ist eine Grundvoraussetzung, um die zellprotektive Wirkung von 
Bradykinin im Sinne einer pharmakologischen Interventionsmöglichkeit bei ARDS nutzbar 
machen zu können. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Zyklische Dehnung der Lunge als physiologischer Stimulus 
Die Lunge ist ein dynamisches Organ, denn beginnend mit der fetalen Entwicklung bis zu 
unserem Lebensende ist sie stets unterschiedlichen physikalischen Kräften ausgesetzt: 
Dehnung und Entspannung während der Ein- und Ausatmung, Druckbelastung durch den 
Luftstrom in den Atemwegen und durch das pulsierende Herz, Oberflächenspannung und 
Scherstress. In physiologischem Maße sind diese Stimuli für die Entwicklung und Ausreifung 
der Lunge sowie die Regulation ihrer Funktionen von großer Bedeutung. Die fetale Lunge 
beispielsweise wird durch die aktive Sekretion von Flüssigkeit offen gehalten und 
mechanisch gedehnt. Ebenfalls dehnend wirken intermittierende Atembewegungen, die der 
Fetus im dritten Trimenon vollzieht. Durch diese mechanischen Reize werden das 
Lungenwachstum, die Differenzierung der alveolären Epithelzellen und die Ausdünnung der 
Alveolarsepten angeregt (Sanchez-Esteban et al. 2002; Scavo et al. 1998; Wirtz und Dobbs 
2000; Sanchez-Esteban et al. 2001). So ergaben Untersuchungen zur alveolarepithelialen 
Differenzierung an explantierten fetalen Rattenlungen, dass zyklische Dehnung das 
Verhältnis zwischen Typ-I- und Typ-II-Pneumozyten zugunsten des Typs I verschiebt, welcher 
die Blut-Gas-Schranke bildet (Gutierrez et al. 1999). Und in Reaktion auf intermittierende 
Dehnung - den Atemübungen in utero entsprechend - entdeckten Sanchez-Esteban et al. 
(2001) in isolierten fetalen Rattenlungenzellen eine erhöhte Expression von Surfactant-
Protein-RNA, die für die postnatale Entfaltung und Offenhaltung der Lunge essentiell ist. 
Aber nicht nur der fetale, auch der adulte Surfactantmetabolismus unterliegt unter anderem 
der Regulation durch mechanische Kräfte: Intermittierende tiefe Atemzüge in vivo bzw. eine 
einzige Dehnung von isolierten Typ-II-Zellen in vitro stimulieren unmittelbar die 
Surfactantsekretion alveolärer Typ-II-Zellen über eine Erhöhung der intrazellulären 
Kalziumkonzentration und darauf folgender Exozytose (Arold et al. 2009; Wirtz und Dobbs 
1990; Wirtz und Dobbs 2000). 
Mechanische Reize können sogar in adulten Lungen Wachstum induzieren. Zahlreiche 
Studien seit den 1970er Jahren beschäftigen sich mit dem nach Pneumektomie 
beobachteten kompensatorischen Lungenwachstum (Berger und Burri 1985; Brody et al. 
1978). Mechanische Stimuli werden dabei als die entscheidende Voraussetzung bei der 
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Wiederherstellung funktionsfähiger Gewebseinheiten angesehen, während hormonelle 
Wachstumsfaktoren und alveoläre Hypoxie zwar synergistisch wirken, aber für sich allein 
nicht in der Lage wären, das Remodelling oder gar die Ausbildung neuer alveolärer Einheiten 
einzuleiten (Hsia, Connie C W 2004). 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass mechanische Dehnung in physiologischem 
Maße die Prämisse für eine regelrechte Entwicklung, Funktion und gegebenenfalls auch für 
eine Regeneration der Lunge darstellt. 
 
1.2. Zyklische Dehnung der Lunge als pathologischer Stimulus 
Im Gegensatz zur dargestellten physiologischen Dehnung der Lunge, kann sich zyklisch 
auftretende Kraft in der Lunge auch schädigend auswirken. Zum Beispiel kommt es bei 
obstruktiven Lungenerkrankungen, wie Asthma oder COPD, durch Air Trapping zu einer 
Überblähung bzw. Überdehnung der Alveolen. Bei restriktiven Erkrankungen, wie der 
Lungenfibrose, bilden sich durch die krankheitsbedingte Inhomogenität der Lungenstruktur 
Traktionskräfte zwischen belüfteten und unbelüfteten Arealen aus, die sich ebenfalls 
ungünstig auf die Lunge auswirken. 
Dehnung spielt aber nicht nur in der Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen eine 
Rolle, sondern kann ebenfalls akute Traumata aggravieren bzw. selbst hervorrufen. Das 
ARDS (engl. acute respiratory distress syndrome = akutes Atemnotsyndrom) stellt ein solches 
akutes Lungentrauma dar. Die maschinelle Beatmung als Therapiemaßnahme dieser 
Ateminsuffizienz kann zu weiterer lokaler und auch systemischer Schädigung führen.  
Im Folgenden möchte ich mich näher mit der akuten Lungenschädigung und mit den durch 
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1.2.1. Beatmungsbedingte Lungenschäden 
Die Beatmung kritisch kranker oder zu operierender Patienten gehört in der Intensivmedizin 
und Anästhesiologie zu den alltäglichen Basismaßnahmen. Dabei kann es zu einer Reihe von 
Komplikationen kommen, wie zum beatmungsassoziierten bzw. -induzierten Lungenschaden 
(VALI = Ventilator-Associated Lung Injury bzw. VILI = Ventilator Induced Lung Injury). Die 
beiden Krankheitsbilder unterscheiden sich lediglich durch die Ausgangssituationen: VILI 
entsteht durch die Beatmung einer gesunden Lunge und steht oft in Zusammenhang mit 
experimentellen Studien (Prost et al. 2011), während VALI im klinischen Sprachgebrauch 
verwendet wird, da der Term einen Lungenschaden beschreibt, der sich durch die Beatmung 
einer bereits vorgeschädigten Lunge, wie beim ARDS, verschlechtert (Oeckler und Hubmayr 
2007).  
1.2.1.1. Pathomechanismen 
Durch maschinelle Beatmung werden Patienten unphysiologischen Atemmustern ausgesetzt, 
die über verschiedene Pathomechanismen zu Lungenschäden führen können. In 
tierexperimentellen Studien wurde gezeigt, dass diese beatmungsbedingten Schäden klinisch 
und pathologisch denen einer akuten Lungenschädigung (ARDS) gleichzusetzen sind 
(Dreyfuss und Saumon 1998). Die zugrunde liegenden Pathomechanismen werden im 
Folgenden beschrieben: 
 
A) Barotrauma und Volutrauma 
Das Barotrauma wurde erstmals schon 1744 durch Fothergill als Ursache von 
Beatmungsschäden identifiziert. Es beschreibt Lungenschäden, die durch unphysiologisch 
hohe Beatmungsdrücke entstehen. Das krankheitsbedingt geschwächte pulmonale Gewebe 
kann dem hohen Druck nicht standhalten, sodass die Alveolarwände reißen und Luft in 
umliegendes Gewebe austritt. Diese druckinduzierte extraalveoläre Luftakkumulation wird 
nach ihrem Erstbeschreiber als Macklin-Effekt bezeichnet (Wintermark et al. 1999). Klinisch 
und radiologisch evidente Folgen sind Pneumomediastinum, Pneumoperitoneum, 
subkutanes Emphysem und (Spannungs-)Pneumothorax (The ARDS Network 2000). 
1988 veröffentlichten Dreyfuss et al. eine bahnbrechende Studie, die das Barotrauma in den 
Hintergrund der VILI-Pathogenese rücken ließ und den Begriff des Volutraumas populär 
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machte. Im Experiment wiesen nämlich gesunde Ratten, die mit extrem hohem Druck und 
moderatem Tidalvolumen beatmet worden waren, keine signifikanten Lungenschäden auf, 
während diese bei Versuchstieren nach Beatmung mit moderatem Druck und hohem 
Tidalvolumen dramatische Ausmaße annahmen: Es kam zu Permeabilitätsstörungen der 
Kapillaren, Lungenödem und diffusem Alveolarschaden (Dreyfuss et al. 1988). Andere 
Studien an vorgeschädigten Lungen zeigten nach Beatmung mit hohem Tidalvolumen eine 
Aggravation des pulmonalen Ödems (Bowton und Kong 1989; Corbridge et al. 1990). Diese 
Erkenntnisse führen zu dem heute etablierten Pathogenesekonzept, dass weniger der 
endexpiratorische Atemwegsdruck, also das Barotrauma, sondern mechanische 
Dehnungskräfte, die in der Lunge durch Überblähung zustande kommen, für die Schädigung 
der Blut-Gas-Barriere verantwortlich sind (Kuchnicka und Maciejewski 2013; Slutsky 2005; 
Tremblay und Slutsky 1998). 
 
B) Atelektotrauma 
Auch bei Beatmung mit niedrigem Tidalvolumen kann es zur Lungenschädigung kommen, 
dem sogenannten Atelektotrauma. Der schädigende Mechanismus sind hierbei Scherkräfte, 
die zwischen belüfteten und unbelüfteten, das heißt zwischen durch Ödem und 
Surfactantdysfunktion atelektatischen Bereichen auftreten. Durch das atemzyklische 
Entfalten und Kollabieren dieser instabil gewordenen Abschnitte (engl. recruitment and 
derecruitment) vergrößert sich der Scherstress, der multidirektional entlang des 
bindegewebigen Synzytiums auf die angrenzenden Lungenbereiche wirkt (Kuchnicka und 
Maciejewski 2013; Bilek et al. 2003). Zusätzlich verkleinert sich durch nicht mehr 
rekrutierbare Atelektasen das ventilierbare Lungenvolumen, wodurch es selbst bei scheinbar 
niedrigem Tidalvolumen zur Überblähung der Alveolen im verbleibenden Restabschnitt 
kommen kann. Dieser sogenannte baby lung effect potenziert die Lungenschädigung durch 
Volutrauma (Gattinoni und Pesenti 2005). Verschiedene Studien zeigen, dass diesen 
Schädigungsmechanismen durch den Einsatz von positivem endexpiratorischem Druck 
(PEEP) entgegengewirkt werden kann. Dieser verhindert Atelektasenentstehung bzw. 
unterstützt deren Rekrutierung und verbessert somit die Oxygenierung (Muscedere et al. 
1994; Ricard et al. 2003; Argiras et al. 1987). 
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C) Biotrauma und Mechanotransduktion 
Während Baro- und Volutrauma direkt anatomische Lungenstrukturen schädigen, handelt es 
sich beim Biotrauma um indirekte Wirkungen mechanischer Reize. Der Begriff Biotrauma 
wurde 1998 von Tremblay und Slutsky geprägt und meint biochemische Schädigung durch 
Mediatorenfreisetzung. Mechanotransduktion bezeichnet den Mechanismus, durch den das 
Biotrauma entsteht, nämlich die Konversion des physikalischen Reizes der 
Zellmembrandehnung in die Aktivierung intrazellulärer Regulationsmechanismen (Wang et 
al. 1993). Wie zahlreiche Studien belegen, veranlassen die während der Beatmung 
wirkenden Kräfte bei intakter anatomischer Lungenstruktur die Produktion und Freisetzung 
von pro-inflammatorischen Zytokinen sowie Leukozytenrekrutierung aus dem Gefäßbett und 
fördern den lokalen Entzündungsprozess (Pugin 2003; Uhlig 2002). Wichtige involvierte 
Entzündungsmediatoren sind TNFalpha, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-10, die von pulmonalen 
Epithel- und Endothelzellen produziert werden (Halbertsma et al. 2005). Ihre 
pro-inflammatorische Wirkung beschränkt sich dabei nicht nur auf die Lunge, sondern 
breitet sich systemisch aus. Diese Dekompartimentalisierung ruft eine systemische 
inflammatorische Immunantwort (SIRS) hervor und führt in vielen Fällen zum Tod durch 
Multiorganversagen (Slutsky und Tremblay 1998). 
Durch Mechanotransduktion kann ebenfalls der feinregulierte Vorgang der Apoptose 
beeinflusst werden. Bardales et al. (1996) zeigten, dass ein Großteil der alveolären            
Typ-II-Zellen, die bei der akuten Lungenschädigung zugrunde gehen, durch Apoptose 
kontrolliert absterben, das heißt ohne begleitende Entzündungsreaktion. Diese Steigerung 
der Apoptose ist dehnungsinduziert und beruht vermutlich auf der Hemmung 
anti-apoptotisch wirkender Signalwege durch Mechanotransduktion (Hammerschmidt et al. 
2004). Einer dieser Signalwege ist der Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)/Akt-Signalweg, der 
unter anderem durch Bradykinin aktiviert wird (Hammerschmidt et al. 2007). 
 
D) Sauerstofftrauma 
Die Beatmung mit einer hohen inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO2) begünstigt die 
Bildung von Resorptionsatelektasen, da die physiologischerweise in der Atemluft 
vorhandene Stickstofffraktion von 78% vermindert ist bzw. bei FiO2 = 100% gänzlich fehlt. 
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Stickstoff verbleibt normalerweise nach Diffusion des Sauerstoffs in den Alveolen und hält 
sie dadurch offen. Entfällt dieser Effekt, kommt es zum Alveolenkollaps, dann auch genannt 
Resorptionsatelektase (Habre und Peták 2014). Des Weiteren bilden sich bei einer hohen 
inspiratorischen Sauerstofffraktion reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. Reactive Oxygen 
Species), die über die Aktivierung verschiedener Proteine, zum Beispiel der Caspase 3, den 
programmierten Zelltod einleiten und so zur Lungenschädigung durch toxisches Sauerstoff-
trauma beitragen (Tanaka et al. 2012; Wang et al. 2007). Aus diesen Gründen gilt es die FiO2 
so gering wie möglich zu halten, das heißt sie eben so hoch zu wählen, dass noch eine 
ausreichende Sauerstoffsättigung (ca. 90%) gewährleistet ist (Whitehead und Slutsky 2002). 
 
1.2.2. Das akute Atemnotsyndrom (ARDS) 
1.2.2.1. Definition/Diagnosekriterien des ARDS 
Das ARDS ist durch entzündliche Prozesse in der Lunge gekennzeichnet, die eine Störung des 
Gasaustausches in einer zuvor gesunden Lunge verursachen. Obwohl das Syndrom bereits im 
Jahre 1967 von Ashbaugh et al. erstmals beschrieben wurde, konnte man sich erst über 25 
Jahre später auf eine einheitliche Definition mit festgelegten Diagnosekriterien einigen. Die 
1994 von der AECC (American-European Consensus Conference) veröffentlichten Kriterien 
(Bernard et al. 1994) wurden in der sogenannten „Berlin-Definition“ von 2012 nochmals 
überarbeitet (Ranieri et al. 2012). Diese aktuell gültige Definition beschreibt das Syndrom 
wie folgt:  
 Akutes Auftreten innerhalb einer Woche bzw. neue oder sich verschlechternde 
respiratorische Symptome 
 Bilaterale Lungeninfiltrate in Computertomographie oder Röntgenbild 
 Die auftretende Ateminsuffizienz ist nicht zu erklären durch Herzinsuffizienz, 
Volumenüberschuss oder alternative Ursachen. 
 Hypoxämie, definiert durch den Horowitz-Quotienten aus arteriellem Sauerstoff-
Partialdruck und der Inspiratorischen Sauerstofffraktion (PaO2/FiO2). Der Quotient 
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muss bei einem positiven endexpiratorischen Druck (PEEP) von ≥ 5 cmH2O erhoben 
werden: 
o Mildes ARDS bei einem Quotienten zwischen 300 und 200 
o Moderates ARDS bei einem Quotienten zwischen 200 und 100 
o Schweres ARDS bei einem Quotienten unter 100 
Die neue Einteilung nach Schweregraden macht die frühere Unterteilung in ARDS und ALI 
(engl. acute lung injury) obsolet, sodass der Term ALI entfällt, der früher für Patienten mit 
einem Horowitz-Quotienten zwischen 200 und 300 angewandt wurde. 
 
1.2.2.2. Ätiologie und Inzidenz des ARDS 
Die Ursachen dieser plötzlich auftretenden Entzündung können in direkte und indirekte 
eingeteilt werden. Zu den direkten, das heißt Ursachen pulmonalen Ursprungs, gehören 
Pneumonie, Aspiration, Inhalationstrauma, Beinahe-Ertrinken, Fettembolie, Lungen-
kontusion und Perfusionstrauma. Zu den indirekten, extrapulmonal liegenden Ursachen 
werden Sepsis, Polytrauma, Schock, akute Pankreatitis, disseminierte intravasale Gerinnung, 
Verbrennungen, Kopfverletzungen und die transfusionsassoziierte Lungenschädigung (TRALI) 
gezählt (Frutos-Vivar et al. 2006). Pneumonie und Sepsis gelten bei Weitem als die 
häufigsten Ursachen (Villar et al. 2011). Die Inzidenz der Erkrankung liegt laut der 
prospektiven spanischen ALIEN-Studie bei 7,2/100.000 pro Jahr. Das Ergebnis stimmt mit 
anderen retrospektiven Studien bezüglich der Inzidenz in Europa überein (Villar et al. 2011). 
Es bleibt zu erwähnen, dass diese Datenerhebungen auf den Diagnosekriterien laut AECC 
beruhen und somit Patienten mit mildem ARDS (früher ALI) nicht einschließt. 
 
1.2.2.3. Verlauf des ARDS 
Das ARDS verläuft in drei Abschnitten, der exsudativen, der proliferativen und der 
fibrotischen Phase.  
Ware und Matthay (2000) beschreiben die exsudative Frühphase folgendermaßen: Durch 
Schädigung des alveolären Epithels und/oder des mikrovaskulären Endothels kommt es zu 
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einem diffusen Alveolarschaden mit einer erhöhten Kapillarpermeabilität. Dadurch kann 
proteinreiche Flüssigkeit zunächst ins Interstitium und dann in die Alveolen übertreten. Das 
Ödem zeichnet sich durch eine hohe Konzentration an Zytokinen und anderen pro-
inflammatorischen Mediatorstoffen aus, die die Migration von Immunzellen und die 
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bewirken. Die entzündungsbedingte Schwellung 
des kapillaren Endothels und des Interstitiums sowie die Ausbildung hyaliner Membranen 
aus Zelltrümmern, Plasmaproteinen und Surfactant entlang der alveolären Basalmembran 
verlängert die Diffusionsstrecke der Blut-Gas-Schranke, was den Gasaustausch in 
erheblichem Maße reduziert. Durch die Beeinträchtigung und Reduktion der epithelialen 
Typ-II-Zellen werden zusätzlich der Flüssigkeitsrücktransport aus den Alveolen und die 
Surfactantproduktion gestört, wodurch sich das Ödem weiter verschlechtert und 
Atelektasenbildung durch verringerte pulmonale Compliance begünstigt wird. Bei Verlust 
der Barrierefunktion des alveolären Epithels droht außerdem der Übertritt pulmonaler 
Bakterien in den systemischen Kreislauf; ein septischer Schock wäre die Folge. 
Nach etwa sieben bis zehn Tagen beginnt die proliferative Phase, in der der reparative 
Prozess beginnt: Das alveoläre Epithel regeneriert sich durch proliferierende und sich 
differenzierende Pneumozyten. Die Resorption des alveolären Ödems findet aktiv durch  
Typ-II-Zellen und passiv durch Aquaporine auf der Oberfläche von Typ-I-Zellen statt. 
Zelltrümmer und Proteinreste werden durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten 
beseitigt (Ware und Matthay 2000). Die endotheliale Heilung ist weniger gut entschlüsselt; 
vermutlich wird sie kombiniert durch endotheliale Zellmigration und -proliferation vollzogen. 
Zirkulierenden Progenitorzellen konnte eine Beteiligung am endothelialen Heilungsprozess 
nachgewiesen werden (Rafii und Lyden 2003; Xu 2007), erhöhte Konzentrationen dieser 
Progenitorzellen bei ARDS wurden mit einer besseren Prognose in Verbindung gebracht 
(Burnham et al. 2005). 
Bei einigen Patienten kommt es allerdings anstelle der alveolären Regeneration zum 
Übertritt in die fibrotische Phase, die durch vermehrtes fibrotisches Remodelling 
gekennzeichnet ist (Castro 2006): Proliferierende Fibroblasten und Myofibroblasten 
wandern in die hyalinen Membranen ein und bilden Granulationsgewebe. Alveoläre         
Typ-II-Zellen migrieren entlang des Granulationsgewebes und verwandeln das intraalveoläre 
Exsudat in interstitielles Gewebe, was zu verdickten Alveolarsepten führt. Atelektatische 
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Bereiche werden ebenfalls fibrotisch umgebaut. Dadurch wird die Gasaustauschfläche 
irreversibel vermindert und die Prognose der Patienten verschlechtert (Castro 2006). 
Obwohl die fibrotische Alveolitis erst spät im Krankheitsverlauf des ARDS evident wird, gibt 
es Hinweise darauf, dass der fibrosierende Verlauf bereits in den ersten Erkrankungstagen 
durch pro-inflammatorische Mediatoren wie Interleukin-1 und erhöhte Konzentrationen von 
Prokollagen III in Gang gesetzt wird (Ware 2006). 
 
1.2.2.4. Therapie des ARDS 
Im Vordergrund der symptomorientierten Therapie steht die Behandlung der 
respiratorischen Insuffizienz mittels lungenprotektiver Beatmung (The ARDS Network 2000). 
Aufgrund der diffusen inhomogenen Schädigung der Lunge stellt die Wahl adäquater 
Beatmungsparameter eine besondere Herausforderung dar: flüssigkeitsgefüllte, kollabierte, 
überblähte und noch gesunde Areale existieren in der ARDS-Lunge nebeneinander und 
prädestinieren geradezu für weitere Schädigungen im Sinne einer VALI/VILI. Die ARDS-
Network-Studie von 2000 zeigt, dass die lungenprotektive Beatmung mit einem niedrigen 
Tidalvolumen von 6 ml/kg errechnetem Körpergewicht der traditionellen Beatmung mit 
einem Tidalvolumen von 12 ml/kg weit überlegen ist. Um Atelektasen zu vermeiden und 
bestmöglich zu rekrutieren, sollte nach der open lung ventilation mit PEEP-Werten beatmet 
werden, die optimalerweise 2 cmH2O oberhalb des unteren Wendepunktes der Druck-
Volumen-Kurve liegen oder bei unbekannter Kurve bei circa 16 cmH2O (Villar et al. 2006). 
Eine weitere Verbesserung der Oxygenierung kann durch medikamentöse neuromuskuläre 
Blockade und durch Bauchlagerung des Patienten erreicht werden (Papazian et al. 2010;  
Guérin et al. 2013). 
Wie bei allen kritisch kranken Patienten liegt auch beim ARDS-Patienten ein Fokus auf der 
supportiven Therapie: adäquate enterale Ernährung (Gerlach und Murphy 2011) und die 
Prävention weiterer Komplikationen wie nosokomialer Infektionen, gastrointestinaler 
Blutungen und thromboembolischer Ereignisse sind entscheidend für den Therapieverlauf. 
Andere nicht-ventilatorische Therapieansätze waren bisher nicht von Erfolg gekrönt. Weder 
Ansätze, die auf eine verbesserte Lungenmechanik abzielten, wie die Instillation von 
Surfactant und die Inhalation von NO (Anzueto et al. 1996; Afshari et al. 2010; Anzueto et al. 
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1996) noch anti-inflammatorische Therapieansätze mit aktiviertem Protein C, GM-CSF (engl. 
granulocyte macrophage colony stimulating factor), Kortikosteroiden, Neutrophilen Elastase-
Inhibitoren, Statinen oder Omega-3-Fettsäuren führten zu einem Rückgang der Mortalität 
bei ARDS (Anzueto et al. 1996; Christiaans et al. 2013; Paine et al. 2012; Peter et al. 2008;  
Iwata et al. 2010; Truwit et al. 2014; Rice et al. 2011).  
Trotz der beträchtlichen pathogenetischen und beatmungstherapeutischen Fortschritte in 
den letzten zehn Jahren ist die Mortalität bei ARDS mit über 40% nahezu unverändert hoch 
geblieben (Wang et al. 2014; Villar et al. 2011). Die Notwendigkeit neuer pharmakologischer 
Behandlungen ist evident - potentielle Therapien befinden sich derzeit noch in der 
Testphase. Zu den möglichen Angriffspunkten gehören das Ubiquitin-Proteasom-System, die 
Modifikation von Signalwegen der sterilen Inflammation, die Förderung der 
Epithelregeneration mittels Keratinozyten-Wachstumsfaktor und stammzellenbasierter 
Therapie sowie die Modulation der Zellantwort durch ACE-Inhibitoren oder Agonismus an 
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (Han und Mallampalli 2015; Shyamsundar et 
al. 2014). 
Mit dem Therapieansatz der ACE-Inhibitoren möchte ich mich näher beschäftigen: In einer 
Studie von Hammerschmidt et al. (2004) wurde am Modell der Ratte gezeigt, dass der ACE-
Inhibitor Captopril die Steigerung der Apoptoserate alveolärer Typ-II-Zellen unter zyklischer 
mechanischer Dehnung fast gänzlich verhindern kann. ACE-Inhibitoren hemmen, wie der 
Name verrät, das Angiotensin-konvertierende Enzym und greifen so in das 
blutdruckregulierende Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ein. Die Beteiligung des 
RAAS an der dehnungsinduzierten Apoptose der Typ-II-Zellen konnte allerdings nicht 
nachgewiesen werden: Dehnung beeinflusst weder die Angiotensinexpression oder 
-produktion noch hat die Hemmung des RAAS am Angiotensin-II-Rezeptor eine protektive 
Wirkung (Hammerschmidt et al. 2007). ACE-Inhibitoren wirken aber noch auf eine andere 
Weise: Sie hemmen den Abbau von Bradykinin (BK), einem Peptidhormon, dem protektive 
und anti-apoptotische Eigenschaften nachgewiesen werden konnten (Houle und Marceau 
2003; Li und Sato 2001; Xie et al. 2000). Hammerschmidt et al. (2007) zeigten an isolierten 
Typ-II-Zellen der Ratte, dass zyklische mechanische Dehnung die Bradykinin-Konzentration 
senkt, ACE-Inhibitoren sie jedoch konstant halten können - vergleichbar zu Bradykinin-
Konzentrationen ungedehnter Zellen. Dehnungsinduzierte Apoptose konnte sowohl durch 
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die Bradykinin-Konzentrationserhöhung bei gehemmtem Bradykinin-Abbau mittels ACE-
Inhibitoren als auch durch direkt zugesetztes Bradykinin reduziert werden. Bradykinin ist die 
zentrale Komponente eines weitläufigen Proteinsystems, des Kinin-Kallikrein-Systems (KKS), 
das in der vorliegenden Arbeit genauer beleuchtet werden soll. 
 
1.3. Das Kinin-Kallikrein-System des Menschen 
Das Kinin-Kallikrein-System (KKS) ist eine Multi-Protein-Kaskade, die eine Schlüsselrolle spielt 
in Entzündungsgeschehen, Vasodilatation, Kontraktion glatter Muskulatur, kardiovaskulärer 
Prävention, Gefäßpermeabilität, Blutdruckkontrolle, Gerinnung und Schmerzentstehung 
(Bossi et al. 2011; Colman und Schmaier 1997; Colman 2006; Marcondes und Antunes 2005). 
Die Hauptaufgaben des KKS bestehen in der Regulation der plasmatischen Gerinnung und 
der Synthese von Bradykinin. Bradykinin (BK) ist ein Autakoid, das eine hohe Affinität zu den 
Bradykinin-Rezeptoren B1 und B2 aufweist und so komplexe intrazelluläre Signalwege 
beeinflusst (Kashuba et al. 2013).  
 
Abbildung 1: Kinin-Kallikrein-System: Komponenten und deren Interaktionen (Kashuba et al. 2013). 
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1.3.1. Komponenten 
A) Kallikrein 
Bradykinin wird durch enzymatische Hydrolyse aus Kininogenen gewonnen. Die kinin-
formenden Enzyme sind Serinproteasen und werden Kallikreine genannt. Kallikreine 
existieren in zwei Unterformen, dem Plasma-Kallikrein (p-Kallikrein), das als inaktives 
Prekallikrein im Plasma vorliegt und nach Aktivierung selektiv high molecular weight 
Kininogen (HMWK) hydrolysiert, und dem Gewebe-Kallikrein (t-Kallikrein für engl. tissue), 
das low molecular weight Kininogen (LMWK) und in Anteilen auch HMWK hydrolysiert 
(Kashuba et al. 2013). Die Synthese von Plasma-Prekallikrein findet vorrangig in Hepatozyten 
statt, konnte aber auch extrahepatisch in zahlreichen Organen nachgewiesen werden, 
einschließlich der Epithelzellen des Respirationstraktes, was zusätzlich auf 
gewebespezifische Funktionen des Enzyms schließen lässt (Fink et al. 2007). Plasma-
Prekallikrein zirkuliert zum Großteil an HMWK gebunden (Colman 2006), wird zinkabhängig 
an Multiproteinrezeptor-Komplexe auf Endothelzellen gebunden und dort zu p-Kallikrein 
aktiviert (Rojkjaer und Schmaier 1999).  
Prokallikrein, die inaktive Vorstufe von t-Kallikrein, wird in diversen Geweben produziert und 
ins lokale Milieu sezerniert, z.B. in Nieren, Pankreas, Hypophyse, Milz, Nebenniere, 
Erythrozyten und Neutrophilen (MacDonald et al. 1988; Marcondes und Antunes 2005). In 
einigen Geweben wird t-Kallikrein in besonders großer Menge produziert, dazu gehört unter 
anderem die Lunge (Kaplan et al. 2002). 
Zusammenfassend liegt in der Lunge also hauptsächlich Gewebe-Kallikrein vor, aber auch 
Plasma-Kallikrein konnte nachgewiesen werden. Dies wiederum kommt der Aktivität des 
t-Kallikreins zugute, denn seine Vorstufe Prokallikrein wird in vivo durch Plasmin und 
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B) Kininogen 
Kininogene sind große Proteine, die den Kallikrein-Serinproteasen als Substrate dienen, um 
Bradykinin und Lys-Bradykinin (Kallidin) freizusetzen. Im menschlichen Körper sind die schon 
erwähnten Formen HMWK und LMWK sowie HKa bekannt; letzteres ist der nach der 
Hydrolyse von Bradykinin verbleibende Proteinrest des HMWK (Colman 2006). Kininogene 
werden in Leber, Nieren, in der Lunge und verschiedenen anderen Geweben, zum Beispiel 
im Endothel synthetisiert (Chao et al. 1993; Schmaier et al. 1988). Eine Studie von Okamoto 
et al. (1996) zeigt, dass Kininogen-Synthese auch in humanen Fibroblasten stattfindet und 
durch Entzündungsmediatoren stimuliert werden kann. HMWK und LMWK werden auf 
demselben Gen kodiert und durch alternatives Splicing des Gentransskripts gewonnen 
(Takano et al. 2000). Neben ihrer Eigenschaft als Substrat sind Kininogene auch eigens 
biologisch aktiv: HMWK wirkt beispielsweise anti-thrombotisch (Hassan et al. 2007) und HKa 
anti-adhäsiv, wodurch die Endothelzellmigration und somit die Angiogenese unterdrückt 
wird (Colman et al. 2000). 
 
C) Bradykinin 
Bradykinin (BK) ist ein Nonapeptid, dessen Aminosäuresequenz aus HMWK durch 
p-Kallikrein freigesetzt wird. Parallel dazu entsteht durch t-Kallikrein aus LMWK und anteilig 
aus HMWK im lokalen Milieu Lys-Bradykinin, auch Kallidin genannt; Lys-BK besitzt eine 
zusätzliche Aminosäure am N-Terminus, deren Entfernung durch Aminopeptidasen der 
Konversion zu BK entspricht (Kuoppala et al. 2000). BK und Lys-BK (Kallidin) sind beide 
spezifische Agonisten am Bradykinin-Rezeptor B2 (Kuhr et al. 2010). Für ihre kurze 
Halbwertszeit mit unter 30 Sekunden (Cyr et al. 2001) sind verschiedene abbauende Enzyme 
verantwortlich: die Kininase I (Carboxypeptidasen CPN im Plasma und CPM auf 
Zellmembranen), die Kininase II (auch bekannt als Angiotensin-konvertierendes Enzym ACE) 
und die Neutrale Endopeptidase NEP (Kashuba et al. 2013). Die Carboxypeptidasen 
metabolisieren Bradykinin, indem sie Arginin vom Carboxylende entfernen. Dadurch 
entsteht des[Arg]-Bradykinin, dem die spezifische Bindungsstelle für den B2-Rezeptor fehlt, 
das aber als spezifischer Agonist am B1-Rezeptor aktiv ist (Couture et al. 2001). ACE und NEP 
inaktivieren Bradykinin, indem sie ein C-terminales Dipeptid entfernen (Nowak et al. 2011). 
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D) Bradykinin-Rezeptoren 
Die Bradykinin-Rezeptoren gehören zu den transmembranen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren (Hess et al. 1992; Menke et al. 1994). Anhand ihrer unterschiedlichen 
pharmakologischen Eigenschaften teilt man sie in zwei Subtypen ein, genannt B1 und B2 oder 
Bradykinin-Rezeptor 1 und 2 (Marceau et al. 1998). Der B2-Rezeptor ist ubiquitär und 
konstitutiv exprimiert. Er besitzt spezifische Bindungsstellen für BK und Lys-BK (Kallidin) und 
spielt eine entscheidende Rolle in der akuten Phase des Entzündungsgeschehens und der 
Schmerzantwort (Couture et al. 2001). Seine Wirkmechanismen sind für die schnelle und 
kurzfristige Signalübermittlung ausgelegt, da die Liganden schnell dissoziieren und bei 
andauernder Stimulation zügig die Desensibilisierung, Internalisierung und Down-
Regulierung des Rezeptors erfolgt (Leeb-Lundberg et al. 2005). 
 
Im Gegensatz dazu ist der B1-Rezeptor in gesundem Gewebe kaum nachweisbar, wird aber 
bei Entzündung induziert und überexprimiert (Siebeck et al. 1998). Bei Gewebeschädigung 
und Kontakt mit bakteriellen Endotoxinen und Zytokinen erfolgt die Aktivierung durch seine 
Liganden des[Arg]-Bradykinin und Lys-des[Arg]-Bradykinin (des[Arg]-Kallidin) (Couture et al. 
2001). Einmal durch diese Bradykinin-Abbauprodukte aktiviert, ist der B1-Rezeptor resistent 
gegen Desensibilisierung und Internalisierung, weswegen er auch dem chronischen 
Entzündungsgeschehen zugeordnet wird, während der B2-Rezeptor in die akute 
inflammatorische Phase involviert ist (Leeb-Lundberg et al. 2005).  
 
Da die vorliegende Arbeit die akuten Effekte zyklischer Dehnung auf das Kinin-Kallikrein-
System untersucht, wird hier lediglich der Bradykinin-Rezeptor 2 näher betrachtet.  
 
Der B2-Rezeptor vermittelt zahlreiche Effekte: Über eine Steigerung der Phospholipase A2-
Aktivität kommt es zur Freisetzung von Arachidonsäure und Prostaglandin E2, die eine 
Schlüsselrolle im Entzündungsgeschehen spielen (Prado et al. 2002). Abbildung 2 zeigt 
weitere downstream gelegene Effekte: Über die Aktivierung von Phospholipase C und 
Inositoltriphosphat (IP3) kommt es zu einer intrazellulären Kalzium-Erhöhung, durch die viele 
vaskuläre Vorgänge gesteuert werden, einschließlich der NO-Produktion. Die NO-Synthese 
durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) wird über mehrere Wege transient gesteigert: 
Einerseits über die bereits erwähnte intrazelluläre Kalzium-Konzentration und andererseits 
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über die ebenfalls B2-Rezeptor-gekoppelte Aktivierung des PI3K/Akt-Weges (Kuhr et al. 
2010). Der PI3K/Akt-Signalweg ist eine wichtige Schaltstelle der Apoptoseregulation; seine 
Aktivierung wirkt sich auf verschiedene Weise anti-apoptotisch, also zellprotektiv aus: 
Beispielhaft seien genannt die Hemmung des pro-apoptotischen Bcl-2-Proteins Bad, die 
Phosphorylierung der Initiatorcaspase-9, die Aktivitätsminderung des MAP-Kinase-
Signalweges und die Enthemmung des anti-apoptotischen Transkriptionsfaktors NF-κB 




Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entstehung der Kinin-Agonisten am B1- und B2-Rezeptor und 
downstream Signalwege des B2-Rezeptors (Kuhr et al. 2010). 
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1.4. Das Kinin-Kallikrein-System der Ratte 
Das Kinin-Kallikrein-System der Ratte weist im Vergleich zu anderen Säugern einschließlich 
des Menschen einige einzigartige Unterschiede auf, die ich im Folgenden darlegen möchte.  
Die Ratte besitzt zusätzlich zum HMWK und LMWK, die auch im Menschen vorkommen, zwei 
weitere Ratten-spezifische Kininogene, das T-Kininogen 1 und das T-Kininogen 2, aus denen 
T-Kinin entsteht (Okamoto und Greenbaum 1986). T-Kinine entstehen nicht durch 
Kallikreine, sondern konnten in vitro nur durch hohe Konzentrationen an Trypsin freigesetzt 
werden (Okamoto und Greenbaum 1983). Kallikrein wird zwar den Trypsin-ähnlichen 
Serinproteasen zugeordnet, hat aber eine höhere Spezifität für bestimmte Spaltungsorte an 
Polypeptidsubstraten, die bei T-Kininogenen nicht vorliegen (MacDonald et al. 1988). Die 
T-Kininogen-Synthese findet vor allem in der Leber und auch in geringeren Mengen in der 
Lunge und den Nieren statt (Mann und Lingrel 1991). Ein dem T-Kinin der Ratte identisches 
Peptid konnte auch im menschlichen Organismus nachgewiesen werden: Es entspricht dem 
humanen Ile-Ser-Bradykinin, das als Permeabilitätsfaktor an der Entstehung von Aszites bei 
Ovarialkarzinom beteiligt ist (Wunderer et al. 1986). 
Eine weitere wichtige Besonderheit bei der Ratte ist die Kininogen-Proteolyse, da sich LMWK 
und HMWK der Ratte N-terminal von humanen nieder- und hochmolekularen Kininogenen 
unterscheiden: Während beim Menschen vor der Bradykinin-Sequenz die Aminosäure Lysin 
steht, befindet sich dort bei der Ratte die Aminosäure Arginin. Daher kann in der Ratte kein 
Lys-Bradykinin (Kallidin) gebildet werden. Belegt durch mehrere Studien etablierte sich aus 
diesem Grund das Modell, dass in Ratten ausschließlich Bradykinin entsteht, das sowohl 
durch Plasma- als auch durch Gewebe-Kallikrein gebildet wird (Kato et al. 1985; Girolami et 
al. 1986). Im Widerspruch dazu gelang es Hilgenfeldt et al. im Jahre 2005 erstmals mithilfe 
eines spezifischen selektiven Antiserums ein zum humanen Lys-Bradykinin (Kallidin) analoges 
Peptid in der Ratte nachzuweisen: Das Kallidin-like-Peptide (KLP) mit der Aminosäure Arginin 
am N-Terminus, also Arg-Bradykinin im Vergleich zum humanen Lys-Bradykinin, das in der 
Ratte durch t-Kallikrein aus LMWK proteolysiert wird (Hilgenfeldt et al. 2005).  
In der vorliegenden Arbeit wurde Kininogen 1 der Ratte bestimmt. Kininogen 1 ist ein 
Kininogen-Vorläuferprotein, aus dem Bradykinin freigesetzt wird. Es enthält außer der 
Bradykininsequenz sowohl die leichte als auch die schwere Peptidkette, aus denen das 
LMWK und HMWK der Ratte zusammengesetzt sind (UniProt 2014). 
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2. Fragestellungen und Ziele der Studie 
 
Die maschinelle Beatmung von Patienten mit respiratorischer Insuffizienz ist in der 
intensivmedizinischen Versorgung unverzichtbar. Neben der lebensrettenden Funktion hat 
die Beatmungstherapie leider auch negative Begleiterscheinungen. Über verschiedene 
Pathomechanismen kann es zur primären Schädigung der Lunge beziehungsweise zur 
Aggravation der bestehenden Lungenschäden kommen, dabei spricht man von VILI/VALI 
(engl. ventilator induced/associated lung injury). Durch die heterogene Vorschädigung beim 
akuten Atemnotsyndrom (ARDS) sind beatmungsbedingte Schäden im Sinne einer VALI 
vorprogrammiert, weswegen sich die erfolgreiche Therapie häufig schwierig gestaltet. 
Ursächlich ist dabei unter anderem die Überdehnung des alveolären Epithels, die zu 
Inflammation und Apoptose führt. Im in vitro-Experiment an alveolären Typ-II-Zellen der 
Ratte führte 24-stündige Überdehnung bei einem Drittel der Zellen zum kontrollierten 
Zelltod (Hammerschmidt et al. 2004). 
Hammerschmidt et al. (2007) zeigten am in vitro-Rattenmodell, dass Bradykinin bei der 
dehnungsinduzierten Apoptose der alveolären Typ-II-Zellen über die Aktivierung des 
PI3-Kinase/Akt-Signalweges eine protektive Wirkung entfaltet. (Über-)Dehnung alveolärer 
Typ-II-Zellen führte zur Abnahme der Bradykinin-Konzentration und folglich zur 
verminderten Aktivierung dieses protektiven Signalweges. Bradykinin-Substitution hingegen 
bewirkte in ihrem Dehnexperiment die dosis-abhängige Reduktion der Apoptoserate. Diese 
Erkenntnis eröffnet die Perspektive neuer pharmakologischer Möglichkeiten in der 
Prävention beatmungsbedingter Lungenschäden. 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf das 
Bradykinin-bildende Kinin-Kallikrein-System zu untersuchen. In einem etablierten 
experimentellen Aufbau wird an isolierten alveolären Typ-II-Zellen der Ratte in vitro über 24 
Stunden die pathologische Beatmung mit hohem Tidalvolumen simuliert. Jeweils im 
Vergleich zur ungedehnten (statischen) Zellkultur wird dann das Verhalten der einzelnen 
Komponenten des Kinin-Kallikrein-Systems beleuchtet:  
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 Wie verändert sich die Proteinexpression von Bradykinin nach 24 Stunden 
Dehnungsstress? Kann das Ergebnis der dehnungsbedingten Konzentrationsabnahme 
(Hammerschmidt et al. 2007) bestätigt werden? 
 Wie werden die Bradykinin-bildenden Komponenten beeinflusst, namentlich die 
Konzentration der Peptid-Vorstufe Kininogen und die Enzymaktivität der 
Serinprotease Kallikrein? 
 Wird der Bradykinin-Abbau dehnungsinduziert beschleunigt oder verlangsamt? 
 Wie verändert sich die Konzentration des B2-Rezeptors? 
 
Dabei sollten folgende Arbeitshypothesen überprüft werden: 
1. Die Bradykinin-Konzentration sinkt, weil zyklische mechanische Dehnung die 
Bradykinin-Produktion durch Kininogen und Kallikrein beeinträchtigt. 
2. Die Bradykinin-Konzentration sinkt, weil die Bradykinin-abbauende Aktivität durch 
zyklische mechanische Dehnung gesteigert wird. 
3. Die Konzentration an freiem Bradykinin sinkt, weil zyklische mechanische Dehnung 
die B2-Rezeptorendichte erhöht und Bradykinin dadurch vermehrt rezeptorgebunden 
vorliegt. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Materialien  
 
Tabelle 1:  Reagenzien und Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller 
Accutase® BioLegend, San Diego, USA 
Aqua dest. Braun, Melsungen, D 
β-Glycerophosphat Merck, Darmstadt, D 
CaCl2 (Calciumchlorid) Sigma Aldrich, München, D 
DDT (Dithiothreitol) Merck, Darmstadt, D 
DMEM (high Glucose) GE Healthcare, Pasching, Austria 
DMEM (low Glucose) GE Healthcare, Pasching, Austria 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt, D 
EDTA (Ethylendiaminintetraessigsäure) 0,5M Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
EGTA (Ethylenglykoltetraessigsäure) Merck, Darmstadt, D 
Elastase (Schweinepankreas) Elastin Products CO., Owensville, USA 
Fibronectin Roche Diagnostics, Mannheim, D 
FKS (fetales Kälberserum) PAA, Pasching, Austria 
Gentamicin 10 mg/ml Lonza, Verviers, Belgien 
Glucose Sigma Aldrich, München, D 
Glycerin Merck, Darmstadt, D 
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Heparin-Natrium-25000-ratiopharm® Ratiopharm, Ulm, D 
HEPES Buffer 1M Lonza, Verviers, Belgien 
Isopropanol 70% Vol. Dr. Schuhmacher GmbH, Malsfeld, D 
Kallikrein-Standard Sigma Aldrich 
KCl (Kaliumchlorid) Merck, Darmstadt, D 
KHCO3 (Kaliumhydrogencarbonat) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
Leupeptin AppliChem, Darmstadt, D 
MCA (Pro-Phe-Arg-Methylcoumarylamid) Calbiochem, San Diego, USA 
MgSO4 (Magnesiumsulfat) Sigma-Aldrich, München, D 
NaCl (Natriumchlorid) Braun, Melsungen, D 
NaCl Spüllösung Braun, Melsungen, D 
NaF (Natriumfluorid) Merck, Darmstadt, D 
Na3VO4 (Natriumorthovadanat) Sigma-Aldrich, München, D 
NH4Cl (Ammoniumchlorid) Merck, Darmstadt, D 
PBS (phosphate-buffered saline) Lonza, Verviers, Belgien 
Pentobarbital (Narcoren®) Merial, Hallbergmoss, D 
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) AppliChem, Darmstadt, D 
Pronectin = Fibronectin-like protein Sigma-Aldrich, München, D 
PO4-Puffer (Phosphatpuffer) Sigma-Aldrich, München, D 
Ratten Immunglobulin G Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Tris (Trishydroxymethylaminomethan) AppliChem, Darmstadt, D 
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Tris-HCl AppliChem, Darmstadt, D 
Trypanblau Färbelösung, 0,4 % Invitrogen, Auckland, NZ 
Trypsin Merck, Darmstadt, D 
Trypsin-EDTA (10x) GE Healthcare, Pasching, Austria 
Tween®-20 Merck Schuchardt, Hohenbrunn, D 
 
Tabelle 2:  Lösungen, Puffer und Kulturmedien 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Erythrozyten-Lysis-Puffer 8,29 g NH4Cl, 1 g KHCO3, 1000 ml H2O 
Elastase/Trypsin-Lösung 5 mg Elastase und 7 mg Trypsin in 40 ml 
With-Lösung 
Fibronectin/Pronectin-Lösung 10 µg/ml Fibronectin, 50 µg/ml Pronectin in 
PBS 
Lysispuffer zum Lysieren der Zellpellets 50 mmol/l HEPES, 200 mmol/l NaCl, 
1 mmol/l EDTA, 2,5 mmol/l EGTA, 10 % 
Glycerin, 0,1 % Tween®-20, 10 mmol/l β-
Glycerophosphat, 1 mmol/l NaF, 2 mmol/l 
Na3VO4, 1 mmol/l DDT, 0,1 mmol/l PMSF, 
5 µg/ml Leupeptin 
Ratten-IgG-Lösung 30 mg Ratten-IgG in 40ml 0,05 mol/l Tris-HCl 
(pH 9,4) 
Tris-Puffer 0,1 M TrisHCl, 0,15 M NaCl (pH 8,0) 
Trypanblau-Lösung Trypan Stain, 0,4 % 1:10 in DMEM (high 
Glucose) 
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With-Lösung 0,348 g Glucose, 12 ml 0,15 mol/l KCl, 6 ml 
0,11 mol/l CaCl2, 3 ml 0,15 mol/l MgSO4, 
9 ml 0,1 mol/l PO4-Puffer, 3,6 ml HEPES 1M 
in 300 ml isotoner NaCl-Lösung 
Without-Lösung 0,015 g EGTA, 0,232 g Glucose, 8 ml 
0,15 mol/l KCl, 6 ml 0,1 mol/l PO4-Puffer, 
2,4 ml HEPES 1M in 200ml isotoner NaCl-
Lösung 
Zellkulturmedium DMEM (high Glucose) mit 10 % FKS und 
1 % Gentamicin 
Medium zur zyklischen Zelldehnung DMEM (low Glucose) mit 0,2 % FKS und 
0,5 % Gentamicin 
 
 





BCA TM Protein Assay Kit Pierce, Rockford, USA 
Rat Bradykinin (BK) ELISA Kit Cusabio, Wuhan, China 
Bradykinin EIA Kit (human, rat, mouse) Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, USA 
ELISA for Bradykinin Receptor B2 Cloud Clone Corp., Houston, USA 
ELISA Kit for Rat Kininogen 1 Uscn Life Sciences Inc., Houston, USA 
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Tabelle 4:  Geräte und Arbeitsmittel 
Gerät/Arbeitsmittel Bezeichnung Hersteller 
96 Well Mikrotiterplatten Falcon® Microtest TM 96 BD Labware, Franklin Lakes, 
USA 













BOC Edwards, Kirchheim, D 
Dehnplatten BioFlex® Culture Plate Flexcell International, 
Hillsborough, USA 
Fluoreszenzspektrometer Infinite®200 microplate 
reader 
Tecan, Crailsheim, D 
Infusionssysteme Intrafix B.Braun, Melsungen, D 
Kanülen BD Microlane 25G 
Braunüle® MT 14G 
BD, Heidelberg, D 
B.Braun, Melsungen, D 
Kompressen ES-Kompressen Hartmann, Heidenheim, D 
Mikroskop Nikon Eclipse TE 300 Nikon, Düsseldorf, D 
Nahtmaterial Vicryl® 4-0 Ethicon, Norderstedt, D 






Research 10, 100, 1000µl 
Reference 100, 1000 µl 
Brand, Wertheim, D 
Eppendorf, Hamburg, D 
Eppendorf, Hamburg, D 
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Pipetten Falcon® Serological Pipet 2, 
5, 10, 50 ml 
Corning Inc. Life Sciences, 
Durham, USA 
Pipettenspitzen epTIPS 10, 100, 1000 µl Eppendorf, Hamburg, D 
Pipettierhilfe Pipetus-akku Hirschmann, Eberstadt, D 
Spektrophotometer Spectra Classic Tecan, Grödig, Austria 
Spritzen Discardit TM BD Medical,Heidelberg, D 






Thermo Scientific, Dreieich, D 
UniEquip, München, D 
Tubes Falcon® 15, 50 ml 
 
 
Falcon TM 5ml 
 
 
Safe Seal Micro Tubes 1,5 ml 
und 2 ml 






Sarstedt, Nümbrecht, D 
 
Tubus Abgeschnittene Kanüle BD 
Microlance TM 3 18G 
BD Medical Systems, 
Drogheda, Irland 
Vortex Vortex-Genie 2 Scientific Industries, 
Bohemia, USA 
Waage BP121S Sartorius, Göttingen, D 
Zählkammer Neubauer Improved OptikLabor Ltd, Lancing, UK  
Zellkulturschalen Cellstar® (Ø 10 cm) Greiner bio-one, 
Frickenhausen, D 
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Zentrifugen Biofuge fresco 
Rotina 46R 
Heraeus, Hanau, D 
Hettich, Tuttlingen, D 
 
Tabelle 5:  Computer-Software 
Software Hersteller 
Excel 2010 Microsoft 
Easy WIN Fitting V6.0a Tecan, Crailsheim, D 
Flexcell FX-3000 V3.2 Flexcell International, Hillsborough, USA 
i-control TM microplate reader software Tecan, Crailsheim, D 
SigmaPlot 12.0 Systat Software, San Jose, USA 
 
 
3.2. Methoden  
3.2.1. Zellkultur 
Für die Zellkulturen wurden alveoläre Typ-II-Zellen (AT-II-Zellen) aus Lungengewebe von 
gesunden männlichen Sprague-Dawley-Ratten (170-220g) verwendet. Die Versuchstiere 
stammten aus dem Medizinisch-experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig und wurden direkt vor den Experimenten von dort bezogen. 
3.2.1.1. Isolierung der AT-II-Zellen aus der Ratte 
Zur Gewinnung der AT-II-Zellen wurde die modifizierte Methode nach Dobbs et al.(1986) 
angewendet. 
Als vorbereitende Maßnahmen wurden zuerst die „With“- und „Without“-Lösungen frisch 
hergestellt und im Wasserbad auf 37°C erwärmt. Anschließend erfolgte die Präparation der 
Zellkulturschalen zur Makrophagenselektion. Hierfür gab man je 10 ml Ratten-
Immunglobulin G-Lösung auf zwei 10 cm-Zellkulturschalen und inkubierte sie 2 h bei 37°C.  
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Zur Anästhesie der Ratte wurde eine Injektion aus 300 µl Pentobarbital und 300 µl Heparin-
Natrium-25000 vorbereitet und dem Versuchstier im 45° Winkel subkutan in den 
Unterbauch appliziert. Nach circa zehnminütiger Inkubation und Sicherstellung der 
ausreichenden Betäubung wurde die Ratte an den Extremitäten auf einer Unterlage fixiert 
und mit Alkohol desinfiziert. Nach großflächiger Eröffnung der Bauchdecke und des 
Peritoneums konnten die Gedärme nach lateral geschoben werden. Die Bauchaorta wurde 
angeschnitten und das entströmende Blut mit Tupfern aufgefangen. Der Hautschnitt wurde 
bis zum Hals erweitert und durch Entfernung von Muskel- und Schilddrüsengewebe die 
Trachea freigelegt. Unterhalb des Kehlkopfes wurde durch einen Einschnitt zwischen zwei 
Knorpelspangen ein Tubus eingeführt, der mittels eines Vicrylfadens in der Trachea fixiert 
wurde. Anschließend wurde mit einer spitzen Schere das Zwerchfell durchbohrt, sodass die 
Lunge in der Thoraxhöhle kollabierte und der Brustkorb ohne Beschädigung der Lunge 
seitlich des Sternums aufgeschnitten werden konnte. Der Thymus wurde entfernt und Herz 
und Lunge freigelegt. Das linke Herzohr wurde abgeschnitten und der rechte Ventrikel so 
eröffnet, dass eine Pipettenspitze eingeführt werden konnte. Über ein angeschlossenes 
Infusionssystem wurde circa 80-100 ml „Without“-Lösung in die rechte Herzkammer ein-
geleitet, während die Lunge über den Tubus mittels einer 10 ml Spritze beatmet wurde. 
Austretende Flüssigkeit wurde mit Tupfern aufgesaugt. Nach diesem Spülvorgang wurde die 
nun blassrosa Lunge von Herz und anliegenden Geweben abgetrennt und vorsichtig mitsamt 
der Trachea und dem darin fixierten Tubus aus dem Thorax herausgelöst. 
Außerhalb des Thorax wurde die Lunge auf Kompressen gelegt und über den Tubus 
nochmals gespült: Zunächst achtmal mit je 7-10 ml „Without“-Lösung, danach zweimal mit 
„With“-Lösung. Danach wurden 5 ml Elastase/Trypsin-Lösung in die Lunge eingespritzt und 
15 min in 37°C warmer Kochsalzlösung inkubiert. Die Lunge war dabei über den Tubus und 
der daran aufgesteckten Spritze oberhalb des Gefäßes befestigt. Nach der Inkubation wurde 
der Stempel aus der Spritze entfernt. Innerhalb von 15 min wurden nach und nach die 
restlichen 35 ml Elastase/Trypsin-Lösung zugegeben und über hydrostatischen Druck durch 
die Lunge geleitet. Dann wurde die Lunge von der Trachea und anliegendem Bindegewebe 
abgetrennt und zusammen mit 2 ml „With“-Lösung in ein 50 ml Röhrchen gegeben. Mittels 
einer Schere wurde das Lungengewebe auf 1-2 mm große Stücke zerkleinert (sogenanntes 
„Mincing“) und anschließend mit 5 ml fetalem Kälberserum (FKS) für 2 min in einem Erlen-
meyerkolben geschwenkt. Die Gewebesuspension wurde mit 10 ml „With“-Lösung verdünnt, 
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dreimal durch feiner werdende Nylonmembranen gefiltert (100 µm, 20 µm und 10 µm) und 
in einem 50 ml Röhrchen aufgefangen.  
3.2.1.2. Kultivierung der AT-II-Zellen 
Nach Zentrifugation des Filtrats bei 1100 U/min 5 min bei 4°C wurde der Überstand 
verworfen und die Zellen in 20 ml Erythrozyten-Lysis-Puffer resuspendiert. Nach nochmaliger 
Zentrifugation bei 300 g und Absaugung des Überstandes wurde das Zellpellet in 20 ml 
DMEM (high Glucose Kulturmedium mit 10 % FKS) resuspendiert. Von den vorbereiteten mit 
Ratten-IgG inkubierten Zellkulturplatten wurde die IgG-Lösung abpipettiert. Die Platten 
wurden mit je 10 ml der aus der Rattenlunge gewonnenen Zellsuspension beschichtet und 
10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension abpipettiert und die 
Zellplatten mit 10 ml DMEM abgespült. Die Zellsuspension und auch das DMEM wurden in 
einem 50 ml-Röhrchen gesammelt und erneut bei 1100 U/min bei 4°C 5 min zentrifugiert. 
Vor der Zentrifugation wurde 30 µl Zellsuspension entnommen und mit 90 µl Trypanblau 
vermischt. Für die Zellzählung wurde diese Mischung in eine Neubauer-Zählkammer 
eingebracht und bei zehnfacher Vergrößerung mikroskopiert. In den vier großen 
Eckquadraten wurden unter Vermeidung von Doppelzählungen die unbeschädigt 
erscheinenden AT-II-Zellen ausgezählt. Die Berechnung der Zellgesamtzahl erfolgte nach 
folgender Formel: 
 
Mittelwert der Zellzahl der vier großen Eckquadrate    x    Verdünnungsfaktor (= 4)  
x    104  (Volumen eines großen Eckquadrates = 104 ml)    =    Zellzahl/ml 
 
Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und die Zellen definiert mit DMEM 
resuspendiert, sodass eine Konzentration von 106 Zellen/ml Lösung entstand. 
Pro Versuchstier wurden insgesamt vier 6-Well-Platten beschickt. Davon zwei statische 
Platten und zwei BioFlex®-Platten mit dehnbaren Silikonmembranen. Vor der Aussaat der 
AT-II-Zellen erfolgte die Beschichtung der 6-Well-Platten mit einer Fibronectin/Pronectin-
Lösung. Von dieser Lösung wurden je 600 µl bei den Dehnplatten bzw. je 250 µl bei den 
statischen Platten mittig in die Kavitäten eingebracht und 30min bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Danach wurde die Fibronectin/Pronectin-Lösung wieder abpipettiert und die 
Zellsuspension ebenfalls mittig aufgetragen. Pro Kavität wurden circa 1,5 Millionen Zellen 
ausgesät. Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei 37°C, während der die Zellen an der 
Membran anhafteten, wurden je 2 ml Nährmedium DMEM (high Glucose) pro Kavität 
hinzugegeben und die Platten 24 h wiederum bei 37°C inkubiert. Die Adhärenz wurde 
mikroskopisch anhand der für die AT-II-Zellen typischen Lammellarkörper kontrolliert. 
 
3.2.2. Dehnungsexperiment 
Das Dehnungsexperiment wurde mittels der „Flexercell Strain Unit FX 3000“ der Firma 
Flexcell International für 24 Stunden durchgeführt. Abbildung 3 zeigt den Aufbau der Einheit: 
Die 6-Well-Platten mit den kultivierten Zellen werden in eine Basisplatte im CO²-Brutschrank 
in abgedichtete Gummirahmen eingesetzt. Diese Basisplatte ist mit dem „2nd System 
Controller“ verbunden, der die Ausführung der Dehnungsmuster mittels einer 
angeschlossenen Vakuumpumpe steuert. Mit der Erzeugung von Unterdruck unter den 
Basisplatten werden die Silikonmembranen der BioFlex® 6-Well-Platten gedehnt (siehe 
Abbildung 4). Die gewünschten Parameter der Dehnungsmuster werden über die zugehörige 
Software „Flexcell FX-3000 V3.2“ eingegeben und über den „System Controller“ an den „2nd 
System Controller“ weitergeleitet. Über rückmeldende Verbindungen (siehe „Flex Out“ in 
Abbildung 3) kann die korrekte Ausführung der Parameter kontrolliert werden. 
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Abbildung 3: Aufbau des Dehnungsapparates „Flexercell Strain Unit FX-3000“. Abbildung entnommen aus 
der zugehörigen Beschreibung (S. 22). 
 
 
Abbildung 4: Wirkungsprinzip der Dehnung. Schematischer Querschnitt durch Basisplatte mit eingesetzter 
BioFlex® 6-Well-Platte (links) und Foto einer BioFlex® 6-Well-Platte (rechts). 
 
Flexible Silikonmembran 
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Vor dem Dehnungsexperiment wurde nochmal ein Mediumwechsel der Zellkulturen 
vorgenommen: Das während der Inkubationszeit in den Kavitäten befindliche Medium 
wurde abgesaugt, der Zellrasen mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gespült und 
anschließend in jede Kavität 3 ml DMEM Medium (low Glucose mit 0,2 % FKS und 1 % 
Gentamicin, auf 37°C erwärmt) gegeben. 
Beim Einsatz der Dehnplatten in die Basisplatten der „Flexercell Strain Unit“ wurde 
sichergestellt, dass die Gummirahmen die Platten dicht umschlossen und alle 
Dehnungsplätze von Platten belegt waren, damit sich das Vakuum in korrekter Weise 
aufbauen konnte. Eventuell nötige Leerplatten wurden mit 3ml Wasser pro Well befüllt. Die 
statischen Platten wurden für die Dauer der Dehnung ebenfalls im Brutschrank aufbewahrt. 
Als Dehnungsmuster wurden eine Frequenz von 40/min und eine Amplitude von 30 % 
Oberflächenvergrößerung ausgewählt. Die Frequenz soll der Atmung der Ratte 
annäherungsweise gleichkommen. Die Amplitude entspricht etwa der maximalen 
Inspiration, bei der sich die Lunge bis zu 100 % inflatiert (totale Lungenkapazität), während 
sich die Oberfläche der Basalmembran um 30 - 35 % vergrößert (Tschumperlin 1999). 
 
3.2.3. Gewinnung von Analysematerial 
Nach 24 Stunden wurde die Dehnung gestoppt und die betreffenden Platten aus dem 
Brutschrank entnommen. Die Überstände wurden abpipettiert, bei 300 g und 4°C 7 min 
zentrifugiert und dann bei -32°C tiefgefroren.  
Für die Analytik der Zellen wurden Zellpellets hergestellt: Der Zellrasen wurde zunächst mit 
PBS gewaschen. Um die Membranadhärenz der Zellen zu lösen wurde 1 ml Accutase pro 
Well hinzugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion mit 1 ml 
DMEM (high Glucose, 10 % FKS) abgestoppt. Der Inhalt der Kavitäten wurde dann jeweils in 
2 ml-Tubes abpipettiert und bei 300 g und 4°C für 5 min zentrifugiert. Nach zweimaligem 
Waschvorgang der Zellen mit PBS und anschließender Zentrifugation wurde der Überstand 
abgesaugt und das verbleibende Zellpellet bei -32°C tiefgefroren.  
   36 
3.2.4. Auswertung der Experimente 
3.2.4.1. Bestimmung des Proteingehaltes 
Materialien: 
 Lysispuffer zum Lysieren der Zellpellets (siehe Tabelle 2) 
 BCA
TM
 Protein Assay Kit 
o BCA
TM
 Reagent A bestehend aus Natriumkarbonat, Natriumbikarbonat, 
Bizinchoninsäure (BCA) und Natriumtartrat in 0,1 M Natriumhydroxid 
o BCA
TM
 Reagent B bestehend aus 4 % Kupfersulfat 
o Albumin Standard 2 mg/ml 
 Mikrotiterplatte und Acetatfolie zum Abkleben 
 
Für die Proteinbestimmung mussten die Zellpellets zunächst lysiert werden: Je 100 µl frisch 
hergestellter Lysispuffer wurde auf 106 Zellen gegeben und 90 min bei 4°C inkubiert. 
Während der Inkubationszeit wurden die Proben alle 10 min gevortext. Anschließend 
wurden die Proben 15 min bei 4°C zentrifugiert (14.000 U/min) und die Überstände zur 
sofortigen Weiterverarbeitung abpipettiert. 
Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCATM Protein Assay Kit durchgeführt, welches auf 
der Methode von Smith et al. (1985) basiert: Im ersten Schritt wird die sogenannte Biuret-
Reaktion durchgeführt, bei der Cu 2+ in alkalischem Medium von Eiweißmolekülen zu Cu1+ 
reduziert wird. Im zweiten Schritt reagiert die Bizinchoninsäure (BCA) mit dem reduzierten 
Kupferion. Das führt zu einem intensiv violett gefärbten BCA/Kupfer-Komplex, der bei 
ansteigendem Proteingehalt eine streng lineare Absorption bei 562 nm aufweist. 
Die Eichkurve wurde aus Albumin-Standard mit folgenden Verdünnungen in mg/ml angelegt: 
S1 = 1,000; S2 = 0,500; S3 = 0,250; S4 = 0,125; S5 = 0,063; S6 = 0,032; S7 = 0,016. Sowohl die 
Probenlysate als auch der Lysispuffer, der als Leerwert diente, wurden 1:5 mit PBS verdünnt. 
Der „working reagent“ wurde aus den mitgelieferten Reagenten A und B im Verhältnis 50:1 
hergestellt (1 Teil Reagent B + 49 Teile Reagent A) und je 200 µl auf 10 µl Probenlysate, 
Leerwerte und Standartlösungen aufgetragen. Die Mikrotiterplatte wurde dann mit 
Acetatfolie abgeklebt, um während der 30 minütigen Inkubation bei 37°C relevante 
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Probenverdunstung zu verhindern. Sofort im Anschluss erfolgte die photometrische 
Auswertung bei λ = 560 nm. 
Alle nachfolgenden Konzentrationsbestimmungen, die aus Zelllysaten erfolgten, wurden mit 
der in der jeweiligen Probe vorliegenden Gesamtproteinkonzentration verrechnet und 
werden daher in „Nanogramm pro Milligramm Protein“ (ng/mg) angegeben. 
 
3.2.4.2. Bestimmung der Kininogen-Konzentration 
Materialien: 
 ELISA Kit for Rat Kininogen 1 
o Immunoplatte beschichtet mit Kininogen 1-spezifischen monoklonalen Antikörpern 
o Detection Reagent A: biotinylierter polyklonaler Antikörper, Kininogen-spezifisch 
o Detection Reagent B: mit Avidin konjugierte Horseradish-Peroxidase 
o Standard, TMB Substratlösung, Abstopp-Lösung, Waschpuffer 
 
Die Kininogen 1-Konzentration wurde mithilfe eines Sandwich-ELISAs (Enzyme-linked 
Immunosorbent Assays) quantifiziert. Hierbei wird Kininogen zunächst von den spezifischen 
Antikörpern auf der beschichteten Immunoplatte gebunden (Capture-Antikörper). Ein 
ebenfalls für Ratten-Kininogen 1 spezifischer Detection-Antikörper bindet anschließend an 
anderer Bindungsstelle am Kininogen-Molekül. Dieser „Sandwich“ aus Capture-Antikörper, 
Kininogen-Molekül und Detection-Antikörper kann dann über eine Farbsubstrat-Reaktion 
mit TMB, die durch die Horseradish-Peroxidase katalysiert wird, photometrisch bei 
λ = 450 nm nachgewiesen werden. Die Intensität des Farbumschlags ist dabei proportional 
zur Menge des vorliegenden Kininogens. 
Die Kininogen 1-Konzentration wurde in Lysaten (in 1:2-Verdünnung) und in Überständen 
bestimmt. Der Capture- und der Detection-Antikörper des ELISA-Kits waren für Ratten-
Kininogen 1 spezifisch.  
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Die Eichkurve wurde mit folgenden Konzentrationen des Standard-Peptids in ng/ml erstellt: 
S1 = 20; S2 = 10; S3 = 5; S4 = 2,5; S5 = 1,25; S6 = 0,625; S7 = 0,312; S8 = 0,156. Die Durchführung 
des Assays erfolgte gemäß dem zugehörigen Protokoll in folgenden Arbeitsschritten: 
 Eingabe von 100 µl Standard/Probe/Leerwert in die vorgesehenen Wells der 
Immunoplatte, dann Inkubation für 2h bei 37°C. 
 Aspiration der Flüssigkeit aus den Wells, KEIN Waschvorgang. 
 Eingabe von 100 µl Detection Reagent A pro Well, dann Inkubation für 1h bei 37°C. 
 Aspiration und dreimaliges Waschen mit 350 µl Waschpuffer je Well. 
 Eingabe von 100 µl Detection Reagent B pro Well, Inkubation für 30 min bei 37°C. 
 Aspiration und fünfmaliges Waschen mit 350 µl Waschpuffer je Well. 
 Eingabe von 90 µl TMB Substratlösung pro Well, Inkubation für 15-20 min bei 37°C im 
Dunkeln (Farbumschlag zu blau). 
 Zugabe von 50 µl Abstopp-Lösung pro Well (Farbumschlag zu gelb), nach Säubern der 
Plattenunterseite sofortige Extinktionsmessung. 
Die Extinktion wurde bei λ = 450nm gemessen, wobei sich die Farbintensität proportional zur 
Kininogen 1-Konzentration verhielt. 
 
3.2.4.3. Bestimmung der Kallikrein-Aktivität mittels Fluoreszenzspektroskopie 
Materialien: 
 TrisPuffer: 0,1 M TrisHCl + 0,15 M NaCl (pH 8,0) 
 Substrat-Lösung: 0,1 mM MCA (Pro-Phe-Arg-Methylcoumarylamid in DMSO 
(Dimethylsulfoxid) lösen (10 mM), dann 1:100 mit TrisPuffer verdünnen) 
 Kallikrein-Standard (Sigma Aldrich) 
 Infinite 200 microplate reader, software i-control (Tecan) 
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Die Fluoreszenzspektroskopie misst die Emission von Strahlung aus einem durch Absorption 
angeregten System. Bei der Kallikrein-Aktivitätsmessung ist das fluoreszierende 
Methylcoumarylamid (MCA) als Substrat mit einer kurzen Peptidsequenz konjugiert, die von 
der Serinprotease Kallikrein zerlegt wird. Die Emission des freigegebenen MCA wird dann 
mittels Fluoreszenzspektrometer gemessen. Eine Unit Kallikrein-Aktivität setzt in 5 Minuten 
1 nM Methylcoumarylamid frei. 
Die Eichkurve wurde mit folgenden Konzentrationen an Kallikrein in U/ml angefertigt, zur 
Dilution wurde entionisiertes Wasser verwendet: S1 = 1; S2 = 0,5; S3 = 0,25; S4 = 0,125; 
S5 = 0,062; S6 = 0,031; S7 = 0,0155; S8 = 0,008. Als Leerwert wurde 0,2 % FKS-haltiges 
DMEM, als Negativkontrolle wurde TrisHCl/NaCl-Puffer verwendet. Die Bestimmung wurde 
sowohl in den Zelllysaten (1:5 mit TrisPuffer verdünnt) als auch in den Überständen 
vorgenommen. Je 100 µl Probe wurden in einer durchsichtigen 96er Mikrotiterplatte 
vorgelegt und dann je 100 µl Substratlösung hinzugegeben. Bei einer Exzitationswellenlänge 
von 400 nm und einer Emissionswellenlänge von 505 nm wurde die Messung in den ersten 
fünf Minuten nach dem Auftragen der Proben mehrfach durchgeführt.  
 
3.2.4.4. Bestimmung der Bradykinin-Konzentration 
Materialien: 
 Rat Bradykinin (BK) ELISA (Cusabio) 
o Immunoplatte mit BK-spezifischen Antikörpern beschichtet (Capture-Antikörper) 
o Standard 
o Detection-Antikörper: BK-spezifischer biotinylierter Antikörper und Diluent 
o Streptavidin-Horseradish Peroxidase und Diluent 
o Proben Diluent 
o TMB-Substratlösung, Abstopp-Lösung, Waschpuffer 
 
Die Bradykinin-Konzentration wurde in den Überständen ebenfalls mithilfe eines 
quantitativen Sandwich-ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent Assays) bestimmt. 
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Bradykinin wurde zunächst von den spezifischen Antikörpern auf der beschichteten 
Immunoplatte gebunden (Capture-Antikörper). Nach Zugabe des für Ratten-Bradykinin 
spezifischen Detection-Antikörper wurde Bradykinin über eine Farbsubstrat-Reaktion mit 
TMB, die durch die Horseradish-Peroxidase katalysiert wird, photometrisch bei λ = 450 nm 
quantifiziert. Die Intensität des Farbumschlags ist dabei proportional zur Menge des 
vorliegenden Bradykinins. 
Die Eichkurve wurde mit folgenden Verdünnungen des Standards in pg/ml hergestellt: 
S1 = 50; S2 = 25; S3 = 12,5; S4 = 6,25; S5 = 3,12; S6 = 1,56; S7 = 0,78. Als Leerwert diente der 
Proben Diluent. Die Durchführung des Assays erfolgte gemäß dem mitgelieferten Protokoll in 
folgenden Arbeitsschritten: 
 Eingabe von 100 µl Standard/Probe/Leerwert in die vorgesehenen Wells der 
Immunoplatte, Inkubation für 2h bei 37°C. 
 Aspiration der Flüssigkeit aus den Wells, KEIN Waschvorgang. 
 Eingabe von 100 µl Detection-Antikörper pro Well, Inkubation für 1h bei 37°C. 
 Aspiration und dreimaliges Waschen mit 200 µl Waschpuffer je Well. 
 Zugabe von 100 µl Streptavidin-Horseradish-Peroxidase pro Well, Inkubation für 1h 
bei 37°C. 
 Aspiration und fünfmaliges Waschen mit 200 µl Waschpuffer je Well. 
 Eingabe von 90 µl TMB-Substratlösung pro Well, Inkubation für 15-20 min bei 37°C im 
Dunkeln (Farbumschlag zu blau). 
 Zugabe von 50 µl Abstopp-Lösung pro Well (Farbumschlag zu gelb), nach Säubern der 
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3.2.4.5. Bestimmung der Bradykinin-abbauenden Aktivität 
Materialien:  
 Bradykinin Enzyme Immunoassay EIA (Phoenix Pharmaceuticals, INC) 
o Immunoplatte mit sekundären Antikörpern beschichtet 
o Serum mit primären Antikörpern 
o Standard-Peptid 
o Biotinyliertes Peptid 
o Streptavidin-Horseradish Peroxidase; TMB-Substratlösung 
o Assaypuffer 
o Abstopp-Lösung: 2N HCl (Salzsäure) 
 
Die Bradykinin-abbauende Aktivität wurde in den Überständen gemessen. Mithilfe des 
Standardpeptids wurde Bradykinin in einer definierten Ausgangskonzentration von 2 µmol/l 
vorgelegt und mit 100 µl Dehnungsmedium (0,2 % FKS-haltigem DMEM low Glucose) bzw. 
100 µl der statischen oder gedehnten Überstände versetzt. Nach zweistündiger 
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die verbleibenden Bradykinin-Konzentrationen 
in den Proben mithilfe eines kompetitiven Enzym-Immunoassays (EIA) bestimmt. Die im Kit 
enthaltene Immunoplatte ist mit sekundären Antikörpern beschichtet, an die der primäre 
Antikörper binden kann. Das in den Überständen enthaltene Bradykinin bzw. das Standard-
Peptid konkurriert mit einem anfärbbaren biotinylierten Peptid um die Bindung am 
Fc-Fragment dieses primären Antikörpers. Die Peroxidase katalysiert dann eine Farbreaktion 
am gebundenen biotinylierten Peptid. Die Farbausprägung ist also proportional zur Menge 
des gebundenen biotinylierten Peptids, das bedeutet umgekehrt proportional zur Menge des 
vorhandenen Bradykinins.  
Die Eichkurve wurde mit folgenden Verdünnungen des Standardpeptids in ng/ml hergestellt: 
S1 = 100; S2 = 10; S3 = 1; S4 = 0,1; S5 = 0,01. Die Durchführung des Assays erfolgte gemäß dem 
mitgelieferten Protokoll in folgenden Arbeitsschritten: 
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 Eingabe von 50 µl Standard/Probe/Leerwert in die vorgesehenen Wells der 
Immunoplatte. 
 Zugabe von 25 µl primärem Antikörper-Serum pro Well und 25 µl biotinyliertem 
Peptid pro Well (außer in die der Leerwerte). 
 Die Platte mit Folie abkleben und für 2h bei Raumtemperatur auf einer Rüttelplatte 
(300-400 U/min) inkubieren. 
 Aspiration der Flüssigkeit aus den Wells und viermaliger Waschvorgang mit 350 µl 
Assaypuffer pro Well. 
 Eingabe von 100 µl Streptavidin-Horseradish-Peroxidase pro Well, Inkubation für 1h 
bei Raumtemperatur (Farbumschlag zu blau). 
 Aspiration der Flüssigkeit aus den Wells und viermaliger Waschvorgang mit 350 µl 
Assaypuffer pro Well. 
 Eingabe von 100 µl TMB-Substratlösung pro Well, Inkubation für 1h bei 
Raumtemperatur im Dunkeln. 
 Zugabe von 100 µl Abstopp-Lösung (2N HCl) pro Well (Farbumschlag zu gelb). 
 Sofortige Extinktionsmessung bei λ = 450 nm. 
 
Bradykinin hat in humanem Serum nur eine Halbwertszeit von unter 30 Sekunden (Cyr et al. 
2001), da es von verschiedenen Enzymen sehr schnell abgebaut wird, um die Bradykinin 
Wirkungen lokal zu kontrollieren und eine Disseminierung im Körper zu vermeiden. Im 
verwendeten Dehnungsmedium ist 0,2 % fetales Kälberserum und somit sind BK-abbauende 
Serumproteasen enthalten, daher wurde auch der BK-Abbau im Dehnungsmedium wie oben 
beschrieben bestimmt und die nach zweistündiger Inkubation darin verbliebene Bradykinin-
Konzentration als 100 % Ausgangskonzentration für die Bestimmungen in den statischen und 
gedehnten Überständen festgelegt. Die verbliebenen Bradykinin-Konzentrationen in den 
Überständen der statischen und gedehnten Zellen wurden also in Relation zum BK-Abbau im 
Dehnungsmedium gesetzt. 
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3.2.4.6. Konzentrationsbestimmung des Bradykinin-Rezeptors 2 
Materialien: 
 ELISA for Bradykinin Receptor B2 (Cloud-Clone-Corp.) 
o 96er Immunoplatte beschichtet mit Bradykinin-Rezeptor 2 spezifischen Antikörpern 
o Detection Reagent A: biotinylierter Antikörper spezifisch für Bradykinin-Rezeptor 2 
o Detection Reagent B: mit Avidin konjugierte Horseradish-Peroxidase 
o Standard; TMB Substratlösung; Abstopp-Lösung; Waschpuffer 
 
Bradykinin-Rezeptor 2 wurde sowohl in den Zelllysaten (in 1:2,5-Verdünnung) als auch in den 
Überständen quantifiziert. Der Immunoassay folgte ebenfalls dem bereits beschriebenen 
Sandwich-Prinzip, siehe Abschnitt 3.2.4.2. Der Capture- und der Detection-Antikörper waren 
hier für den Bradykinin-Rezeptor 2 spezifisch.  
Die Eichkurve wurde mit folgenden Konzentrationen des Standard-Peptids in ng/ml erstellt: 
S1 = 10; S2 = 5; S3 = 2,5; S4 = 1,25; S5 = 0,625; S6 = 0,312; S7 = 0,156; S8 = 0,078. Die 
Durchführung des Assays erfolgte gemäß dem zugehörigen Protokoll in folgenden Schritten: 
 Eingabe von 100 µl Standard/Probe/Leerwert in die vorgesehenen Wells der 96er 
Immunoplatte, dann Inkubation über Nacht bei 4°C. 
 Aspiration der Flüssigkeit aus den Wells, KEIN Waschvorgang. 
 Eingabe von 100 µl Detection Reagenz A, Inkubation für 1h bei 37°C. 
 Aspiration und dreimaliger Waschvorgang mit 350 µl Waschpuffer pro Well. 
 Eingabe von 100 µl Detection Reagenz B, Inkubation für 30 min bei 37°C. 
 Aspiration und fünfmaliger Waschvorgang mit 350 µl Waschpuffer pro Well. 
 Eingabe von 90 µl TMB-Substratlösung, Inkubation für 15-20 min bei 37°C im Dunkeln 
(Farbumschlag zu blau). 
 Zugabe von 50 µl Abstopp-Lösung (Farbumschlag zu gelb), nach Säubern der 
Plattenunterseite sofortige Extinktionsmessung. 
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Die Extinktion wurde bei λ = 450 nm gemessen, wobei die Farbintensität proportional zur 




Die statistische Auswertung und graphische Darstellung sämtlicher Daten erfolgte mit dem 
Programm „SigmaPlot“ Version 12.0.  
Es wurde der gepaarte t-Test für abhängige Stichproben angewendet. Als Signifikanzniveau 
wurde α = 0,05 festgelegt, d.h. ein p-Wert < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit p < 5%) 
entspricht einem signifikanten Unterschied. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± 
Standardfehler angegeben, n stellt die Anzahl der durchgeführten Versuche dar. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Beeinflussung des Kinin-Kallikrein-Systems 
4.1.1. Kininogen 
Kininogen, das Vorläuferprotein der aktiven Peptide Bradykinin und Lys-Bradykinin (Kallidin) 
(Sainz et al. 2007), wurde in den Überständen gedehnter Zellen in signifikant erhöhten 
Konzentrationen (durch * gekennzeichnet) gegenüber den Überständen ungedehnter Zellen 
nachgewiesen (Abbildung 5). Die Kininogen-Konzentration in Überständen ungedehnter 
Zellkulturen betrug durchschnittlich 0,36 ± 0,12 ng/ml Überstand. In gedehnten Zellkulturen 
stieg sie auf durchschnittlich 0,66 ± 0,15 ng/ml Überstand, was einer Zunahme um 84 % 
entspricht. Abbildung 6 zeigt die Einzelkonzentrationen der Versuchsergebnisse. Ein 
dehnungsinduzierter Anstieg der Kininogen-Konzentration in den Überständen war bei jeder 
einzelnen Probe (n = 7) zu verzeichnen.  
In den Lysaten zeigten die gemessenen Kininogen-Konzentrationen ebenfalls einen 
signifikanten dehnungsinduzierten Anstieg. Sie wurden zur jeweiligen 
Gesamtproteinkonzentration in der Probe in Beziehung gesetzt und sind daher in „ng/mg“ 
(Nanogramm pro Milligramm Protein) angegeben (Abbildung 7).  
 
Abbildung 5: Kininogen 1-Konzentration in den Überständen statischer und gedehnter AT-II-Zellkulturen 
AT-II-Zellen wurden für 24 Stunden zyklischer Dehnung ausgesetzt, anschließend wurde mittels ELISA die Kininogen 1-
Konzentrationen in den Überständen statischer und gedehnter Zellen gemessen (Mittelwerte ± SD, Versuchsanzahl n = 7, 
* p < 0,05). 
* 
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Abbildung 6: Anstieg der Kininogen-Einzelkonzentrationen in den Überständen von statischen und 
gedehnten AT-II-Zellkulturen. (n = 7)        
  
 
Abbildung 7: Kininogen 1-Konzentration in Zelllysaten statischer und gedehnter AT-II-Zellkulturen       
Nach 24 Stunden zyklischer Dehnung wurden mittels ELISA die Kininogen 1-Konzentrationen in den Lysaten gedehnter und 
statischer AT-II-Zellen bestimmt und zur Gesamtproteinkonzentration in der jeweiligen Probe in Beziehung gesetzt         
(MW ± SD, n = 6, * p < 0,05). 
* 
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4.1.2. Kallikrein 
Kallikrein, eine Serinprotease, spaltet Kininogene und setzt so Bradykinin und Bradykinin-
verwandte Peptide frei (Kashuba et al. 2013).  
Bei Untersuchung der Kallikrein-Aktivität mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte in den 
Überständen der gedehnten Proben eine signifikante Aktivitätszunahme registriert werden. 
Abbildung 8 zeigt die Aktivitätssteigerung in den Überständen anhand der Mittelwerte; im 
Durchschnitt stieg die Aktivität um 32 % an. In Abbildung 9 sind die Einzelergebnisse der 
Aktivitätsmessung in den Überständen dargestellt: Eine dehnungsbedingte Zunahme konnte 
in jeder einzelnen der sieben Proben verifiziert werden.  
In den Lysaten wurde eine Aktivitätssteigerung um knapp 60 % verzeichnet: Der Mittelwert 
statischer Proben lag bei 36,06 ± 6,38 mU/ml, während er in Lysaten gedehnter AT-II-Zellen 
auf 57,16 ± 27,12 mU/ml zunahm (Abbildung 10). 
 
 
Abbildung 8: Kallikrein-Aktivität in den Überständen statischer und gedehnter AT-II-Zellkulturen       
Nach 24 Stunden zyklischer Dehnung wurden mittels Fluoreszenzspektroskopie die Kallikrein-Aktivität in den Überständen 
statischer und gedehnter AT-II-Zellen gemessen (Mittelwerte ± SD, n = 7, * p < 0,05). 
* 
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Abbildung 9: Anstieg der Kallikrein-Aktivität in den Einzelproben der Überstände statischer und 
gedehnter AT-II-Zellen. (n = 7) 
 
Abbildung 10: Kallikrein-Aktivität in den Lysaten statischer und gedehnter AT-II-Zellkulturen.       
Nach 24 Stunden zyklischer Dehnung wurden mittels Fluoreszenzspektroskopie die Kallikrein-Aktivität in den Lysaten 
statischer und gedehnter AT-II-Zellen gemessen (Mittelwerte ± SD, n = 9, * p < 0,05). 
* 
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4.1.3. Bradykinin-Konzentration 
Das Autakoid Bradykinin ist die zentrale Komponente des Kinin-Kallikrein-Systems. Seine 
kurze Sequenz aus neun Peptiden wird durch Kallikreine aus HMWK und LMWK freigesetzt 
(Kashuba et al. 2013). 
Die Bradykinin-Konzentration wurde in den Überständen mithilfe eines quantitativen 
Sandwich ELISAs bestimmt. Es konnte ein signifikanter Konzentrationsabfall in den 
Überständen gedehnter Zellen im Vergleich zu denen statischer Zellen nachgewiesen 
werden. Die Bradykinin-Konzentration verringert sich dehnungsinduziert um knapp die 
Hälfte (48%) der Konzentration in statischen Überständen (Abbildung 11). 
In Abbildung 12 sind wiederum die Einzelkonzentrationen dargestellt. Die einheitliche 
Tendenz der Konzentrationsabnahme ist in jeder der sechs Proben zu sehen. 
 
 
Abbildung 11: Bradykinin-Konzentration in den Überständen statischer und gedehnter AT-II-Zellkulturen. 
AT-II-Zellen wurden für 24 Stunden zyklischer Dehnung ausgesetzt, anschließend wurde mittels ELISA die Bradykinin-
Konzentration in den Überständen statischer und gedehnter Zellen gemessen (Mittelwerte ± SD, n = 6, * p < 0,05). 
* 
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Abbildung 12: Bradykinin-Einzelkonzentrationen in den Überständen statischer und gedehnter                  




Bradykinin wird von unterschiedlichen Enzymen abgebaut: durch die Carboxypeptidasen 
CPN im Plasma und CPM auf Zellmembranen, durch das Angiotensin-konvertierende Enzym 
ACE und durch die Neutrale Endopeptidase NEP (Kashuba et al. 2013). 
Bei der Messung des Bradykinin-Abbaus wurde festgestellt, dass Bradykinin in den 
Überständen der gedehnten AT-II-Zellen signifikant stärker abgebaut wird als in den 
Überständen ungedehnter AT-II-Zellen. Die Einzelkonzentrationen sind in Abbildung 13 zu 
sehen: In allen sechs Überständen gedehnter AT-II-Zellen ist nach zwei Stunden Inkubation 
weniger Bradykinin nachweisbar als in den Überständen ungedehnter AT-II-Zellkulturen. 
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Im Allgemeinen unterliegt Bradykinin einem raschen Abbau durch Proteasen (Cyr et al. 
2001). Dieser Abbau wird offenbar durch den Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung 
deutlich verstärkt. In Abbildung 14 ist der relative Bradykinin-Abbau dargestellt: Die nach 
zweistündiger Inkubation von der definierten Ausgangskonzentration verbliebenen 
Bradykinin-Konzentrationen in den Überständen der statischen und gedehnten Zellen 
wurden in Relation zur verbliebenen Bradykinin-Konzentration im Dehnungsmedium gesetzt. 
Die verbliebene Bradykinin-Konzentration im Dehnungsmedium wurde als 100 % angesehen, 
da sie den Abbau von Bradykinin durch Serumproteasen aus fetalem Kälberserum darstellt. 
Fetales Kälberserum wird dem Dehnungsmedium zum Erhalt der Zellkultur zugesetzt und ist 
so gesehen eine dem in vitro-Experiment geschuldete exogene Komponente, deren Einfluss 
aus den Ergebnissen der vorliegenden Bestimmung herausgerechnet werden muss. Aus der 
relativen Darstellung ergab sich Folgendes: In den Überständen gedehnter Zellen wurde 
während der zweistündigen Inkubationszeit im Mittel 73 % des vorliegenden Bradykinins 
abgebaut. Im Vergleich zu den Überständen ungedehnter Zellen, in denen im Mittel 50 % 
des vorliegenden Bradykinins abgebaut wurden, wird der starke Anstieg der Bradykinin-
abbauenden Aktivität durch zyklische mechanische Überdehnung deutlich. 
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Abbildung 13: Bradykinin-Abbau: Einzelkonzentrationen in den Überständen statischer und gedehnter   
AT-II-Zellen    Eine definierte Bradykinin-Ausgangskonzentration (2 µmol/l) wurde für zwei Stunden in den Überständen 
statischer und gedehnter AT-II-Zellen bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden mittels EIA die Bradykinin-
Konzentrationen in den einzelnen Proben bestimmt. (n = 5)      
  
 
Abbildung 14: relativer Bradykinin-Abbau in den Überständen von statischen und gedehnten AT-II-Zellen 
prozentuale Darstellung des BK-Abbaus in den Überständen in Relation zum Bradykinin-Abbau im Dehnungsmedium 
(Mittelwerte ± SD, n = 9, * p < 0,05).          
* 
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4.1.5. Bradykinin-Rezeptor 2 
Bradykinin entfaltet seine Wirkung über eine spezifische Bindungsstelle am B2-Rezeptor 
(Kuhr et al. 2010) und beeinflusst so komplexe intrazelluläre Signalwege (Kashuba et al. 
2013). 
Die Konzentration des Bradykinin-Rezeptors 2 wurde mithilfe eines Sandwich-ELISAs 
bestimmt. Weder in den Lysaten noch in den Überständen konnte ein statistisch 
signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen statischen und gedehnten                     
AT-II-Zellkulturen festgestellt werden (p > 0,05). Zyklische Überdehnung beeinflusst 
demnach weder die intrazelluläre noch die extrazelluläre Proteinkonzentration des 
Bradykinin-Rezeptors 2. 
Abbildung 15 und 16 zeigen die Ergebnisse der Messungen als Mittelwerte ± SD 
(Standardabweichung). Die Konzentrationen in den Zelllysaten wurden zur 
Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe in Beziehung gesetzt und sind daher in 
„ng/mg“ (Nanogramm pro Milligramm Gesamtprotein) angegeben. Im Mittel lagen die 
Rezeptorkonzentrationen in den Lysaten statischer Zellen bei 6,34 ± 4,36 ng/mg und in den 
Lysaten gedehnter Zellen bei 5,94 ± 2,52 ng/mg. In den Überständen der Zellkulturen lagen 
die Mittelwerte bei 6,08 ± 2,94 ng/ml (statisch) und 4,03 ± 2,25  ng/ml (gedehnt). 
 
Abbildung 15: Konzentration des B2-Rezeptors in den Lysaten statischer und gedehnter AT-II-Zellen.           
Nach 24 Stunden zyklischer Dehnung wurden mittels ELISA die Konzentrationen des B2-Rezeptors in den Lysaten statischer 
und gedehnter AT-II-Zellen bestimmt. Die Konzentrationsveränderungen erwiesen sich als statistisch nicht signifikant,        
da p > 0,05 (Mittelwerte ± SD, n = 7). 
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Abbildung 16: Konzentration des B2-Rezeptors in den Überständen statischer und gedehnter AT-II-Zellen 
Nach zyklischer Dehnung für 24 Stunden wurden mittels EIA die Konzentrationen des B2-Rezeptors in den Überständen 
statischer und gedehnter AT-II-Zellen bestimmt. Die Konzentrationsveränderungen erwiesen sich als statistisch nicht 
signifikant, da p > 0,05 (Mittelwerte ± SD, n = 5). 
 
4.2. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse zeichnet sich für das Kinin-Kallikrein-System 
alveolärer Typ-II-Zellen der Ratte folgendes Bild ab: Zyklische Überdehnung in vitro bewirkt 
eine Konzentrations- bzw. Aktivitätserhöhung der Bradykinin-bildenden Komponenten, 
namentlich der Peptidvorstufe Kininogen 1 und der Serinprotease Kallikrein. Die Zunahme 
konnte sowohl in den Zelllysaten als auch extrazellulär in den Zellüberständen festgestellt 
werden. Daher hätte man annehmen können, dass Bradykinin vermehrt gebildet wird. Eine 
Konzentrationserhöhung des Bradykinins nach 24 Stunden zyklischer Dehnung ließ sich 
allerdings in den Überständen der gedehnten Zellen nicht feststellen. Stattdessen zeigte sich 
eine verringerte Bradykinin-Konzentration, die aber auf eine dehnungsinduzierte Steigerung 
der Bradykinin-abbauenden Aktivität im Extrazellulärraum zurückgeführt werden kann. 
Auf den Bradykinin-Rezeptor 2 hatte zyklische Dehnung über 24 Stunden in den 
vorliegenden Versuchen keinen Effekt. Die Konzentrationen gedehnter und ungedehnter 
ATII-Zellen zeigten sowohl in den Lysaten als auch in den Überständen keine statistisch 
signifikanten Unterschiede.  
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5. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde in einem in vitro-Modell die Wirkung zyklischer 
mechanischer Überdehnung auf das Bradykinin-bildende Kinin-Kallikrein-System in 
alveolären Typ-II-Zellen der Ratte untersucht. Dieses in vitro-Modell simuliert die 
beatmungsinduzierte beziehungsweise -assoziierte Lungenschädigung, wie sie bei ARDS-
Patienten und anderen respiratorisch insuffizienten Intensivpatienten häufig auftritt. Bei 
einer solchen Lungenschädigung können die betroffenen Zellen durch den programmierten 
Zelltod zugrunde gehen (Hammerschmidt et al. 2004; Bardales et al. 1996; Edwards et al. 
1999). Da zahlreiche Studien Hinweise auf zellprotektive anti-apoptotische Eigenschaften 
von Bradykinin liefern (Hammerschmidt et al. 2007; Yin et al. 2005; Xu et al. 2012), ist ein 
tieferes Verständnis der Wirkungen zyklischer Dehnung auf das Bradykinin-bildende Kinin-
Kallikrein-System von großem Interesse. Im Hinblick auf die Entwicklung erfolgreicher 
Therapien beatmungspflichtiger Patienten leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag zur 
Eröffnung neuer pharmakologischer Möglichkeiten. 
5.1. Diskussion der Methoden 
5.1.1. Dehnexperiment 
Die adäquate Simulation einer akuten Lungenschädigung am Zellmodell gestaltet sich 
grundsätzlich schwierig, da die ARDS-Lunge eine heterogene Struktur aufweist: Belüftete, 
kollabierte und flüssigkeitsgefüllte Areale existieren nebeneinander, sodass zusätzliche 
unberechenbare Kräfte entstehen, zum Beispiel Scherstress zwischen belüfteten und 
unbelüfteten Alveolen (Bilek et al. 2003; Kuchnicka und Maciejewski 2013). Durch den 
baby lung effect kann selbst ein kleines Tidalvolumen (in Bezug auf das errechnete 
Körpergewicht) mitunter sehr starke Dehnung bewirken (Gattinoni und Pesenti 2005). In den 
vorliegenden Versuchen wurden die Zellen jedoch über den gesamten Beobachtungs-
zeitraum einer konstanten Dehnungsamplitude ausgesetzt. Schwankungen der Amplitude 
wie sie in vivo auftreten und eventuell hinzukommende Kräfte wie die genannte Scherung 
konnten im Modell nicht berücksichtigt werden. 
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Die in vivo auf die Lungenzellen wirkenden Kräfte sind eine Kombination aus verschiedenen 
physikalisch definierten Kräften: Dehnung (strain = Längenveränderung im Verhältnis zur 
Ausgangslänge), Spannung (stress = Kraft pro Oberflächeneinheit), Scherung (shear stress = 
Spannung, die parallel zur Ebene wirkt), Kompression (compressive stress = Kraft auf die 
Ebene zu) und Zugspannung (tensile stress = Kraft von der Ebene weg). Eine genaue 
Abbildung dieser Wirkungsverhältnisse gestaltet sich in vitro dementsprechend schwierig, 
weshalb in betreffenden Studien meist ungenau definierte Begriffe wie stretch (auf Deutsch 
ebenfalls „Dehnung“) oder Deformation gebraucht werden - im Versuch die Komplexität der 
wirkenden Kräfte zu verdeutlichen (Liu et al. 1999).  
Liu et al. (1999) beschreiben in ihrem Review verschiedene Methoden der mechanischen 
Dehnung von Zellkulturen: statische und zyklische sowie uni- und biaxiale Dehnung, die mit 
positiven oder negativen Drücken erzeugt werden, sowie dreidimensionale Dehnung und 
Scherung über Grenzflächenreibung. Auch Berührung mit Mikropipetten und magnetisches 
Verdrehen der Zellen gehören zu den gängigen Methoden mechanischer Stimulation. Das in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Dehnungssystem existiert in seiner Urform seit 1985 
(Banes et al.). Die durch den Apparat auf die Zellen übertragene Dehnung lässt sich als 
nicht-planare, biaxiale, zyklische Verformung beschreiben (für eine genauere Beschreibung 
der Funktionsweise siehe Abschnitt 3.2.2.). Seit 1987 unter dem Namen Flexercell® 
kommerzialisiert, gehört der Apparat zu den am häufigsten verwendeten 
Dehnungssystemen und genießt in der Forschungsgemeinschaft hohe Akzeptanz (Brown 
2000). Dennoch gab es in der Vergangenheit an der Methode einige Kritikpunkte: So stellten 
Gilbert et al. (1994) fest, dass die Zellen auf der damals 2 mm dicken Silikonmembran 
inhomogenen Kräften ausgesetzt waren: In der Peripherie wirkten die Dehnungskräfte viel 
stärker als im Zentrum der Membran. Daraufhin wurden die BioFlex®-Membranen in 
verbessertem Design mit 0,5 mm Dicke und einem vergrößerten Durchmesser produziert, 
wodurch sie sich dem idealen Membranverhalten weiter annäherten (Brown 2000). In der 
vorliegenden Arbeit wurde zudem darauf geachtet, die Zellen zentral auf den 
Silikonmembranen zu kultivieren, wo die biaxialen Kräfte über die Membran konstant wirken 
(Vande Geest et al. 2004). Ein anderer Kritikpunkt stammt von Vlahakis et al. (1999), die 
feststellten, dass durch die Beschleunigung der Zellen auf der BioFlex®-Membran während 
der Dehnung gegenüber dem eher trägen Medium Scherkräfte an der apikalen Zellmembran 
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entstehen. Die Relevanz dieser Beobachtung ist jedoch bisher nicht geklärt. Vande Geest et 
al. (2004) schreiben diesen Scherkräften keine signifikanten Effekte zu. 
In den vorliegenden Versuchen wurde über die Flexercell-Software ein Atemmuster mit der 
Frequenz 40/min und der Amplitude 30 % ausgewählt. Damit sollte die Überblähung der 
Lunge bei Ruheatmungsfrequenz simuliert werden. Zwar liegt die Ruheatmung der Ratte 
eigentlich bei einer Frequenz von 70-110/min (Fust und Hartmann 1961), aufgrund 
technischer Limitierung durch Überhitzung der Vakuumpumpe, Trägheit des 
Membranmaterials sowie des Rupturrisikos der BioFlex®-Membranen bei hochfrequenter 
Belastung musste jedoch näherungsweise eine Frequenz unterhalb der eigentlichen 
Ruheatmung gewählt werden. Die Amplitude von 30 % orientiert sich an den Ergebnissen 
von Tschumperlin und Margulies (1999), die am Rattenmodell die Oberflächenveränderung 
der alveolären Basalmembran während der Atmung untersuchten. Eine 
Oberflächenvergrößerung von 7-15 % entspricht demnach der Inspiration bei Ruheatmung 
(40 - 70 % der totalen Lungenkapazität), wohingegen eine Oberflächenvergrößerung von 
30 - 35 % einer kompletten Inflation der Lunge (100 % der totalen Lungenkapazität) 
entspricht. Da die alveolären Epithelzellen der Basalmembran direkt aufsitzen, sind diese 
Erkenntnisse direkt übertragbar, jedoch mit der Einschränkung, dass AT-II-Zellen durch ihre 
Lokalisation in den Ecken der Alveolen eventuell geringerer Verformung ausgesetzt sind als 
Typ-I-Zellen, die die Alveolarsepten besiedeln (Perlman und Bhattacharya 2007). Eine 
Überblähung in der Dimension von 100 % der totalen Lungenkapazität ist in vivo in 
inhomogen geschädigten Lungen selbst während einer protektiven Beatmung durchaus 
realistisch; möglicherweise kann sie sogar noch übertroffen werden, um eine ausreichende 
Oxygenierung des Patienten zu sichern. 
Die Versuchsdauer von 24 Stunden wurde gewählt, um die Auswirkung relativ langfristiger 
mechanischer Belastung zu untersuchen, wie sie auch bei beatmeten ARDS-Patienten 
vorliegt. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das vorliegende Zelldehnungsmodell trotz seiner 
Limitierungen sowohl in der Art der Zelldeformation als auch im gewählten 
Dehnungsprotokoll die Verhältnisse der akuten Lungenschädigung näherungsweise 
wiederzugeben vermag. 
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5.1.2. Zellkultur 
Für die Zellkultur wurden alveoläre Typ-II-Zellen aus der männlichen Sprague-Dawley-Ratte 
isoliert. Bei nicht-humanen Zellkulturen besteht immer die Frage nach der Übertragbarkeit 
der Ergebnisse auf den Menschen. Zwar sind in der Literatur auch Zellkulturen humaner 
alveolärer Typ-II-Zellen beschrieben (Alcorn et al. 1997; Elbert et al. 1999; Gonzalez et al. 
2010), jedoch ist in der vorliegenden Arbeit die Entscheidung aus logistischen und 
methodischen Gründen für das Modell der Typ-II-Zellkultur der Ratte gefallen. Trotz der 
geringen Verfügbarkeit humanen Lungengewebes und der zelltechnischen Schwierigkeiten 
bei der Isolation und Kultivierung humaner alveolärer Epithelzellen unternahmen Davidovich 
et al. (2013) die Anstrengung, eine Methode für in vitro-Dehnungsstudien an humanem 
alveolären Epithel zu entwickeln, die von Erfolg gekrönt war. Jedoch wiesen die humanen 
alveolären Epithelzellen im Vergleich zu denen der Ratte offenbar schlechtere Konfluenz auf, 
sodass sich schon nach 60-minütiger Dehnung mit hoher Amplitude deutliche Lücken 
zwischen den Zellen entwickelten und sie sich teilweise von der Dehnmembran ablösten. Im 
Gegensatz dazu ist die Methodik des Dehnungsmodells der vorliegenden Arbeit mit 
alveolären Epithelzellen der Ratte seit längerem etabliert (Dobbs et al. 1986) und genießt 
weitgehende Anerkennung. Die über die Jahre hinweg häufige Anwendung trug zur ihrer 
technischen Optimierung bei, sodass beispielsweise die Dehnung der Zellen über 24 Stunden 
ohne nennenswerte Ablösung von der Dehnmembran möglich ist.  
 
5.2. Diskussion der Ergebnisse 
5.2.1. Die Beeinflussung der Bradykinin-Konzentration durch zyklische 
mechanische Dehnung 
In der vorliegenden in vitro-Studie an alveolären Typ-II-Zellen der Ratte konnte gezeigt 
werden, dass zyklische mechanische Dehnung mit hoher Amplitude über 24 Stunden einen 
signifikanten Konzentrationsabfall des extrazellulären Bradykinins bewirkt. 
Ebenfalls einen Rückgang der Bradykinin-Konzentration als Reaktion alveolärer Typ-II-Zellen 
auf zyklische Überdehnung stellten Hammerschmidt et al. (2007) fest: Bei identischem 
Versuchsaufbau wie in der vorliegenden Arbeit wurde eine um 25 % niedrigere Bradykinin-
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Konzentration in den Überständen gedehnter Zellen im Vergleich zu ungedehnten Kontrollen 
gemessen. Die Autoren interpretierten dieses Ergebnis als Indiz für eine durch Dehnung 
beeinträchtigte Freisetzung von Bradykinin. In der vorliegenden Arbeit konnte die Abnahme 
der Bradykinin-Konzentration nicht nur repliziert, sondern auch in einem größeren Ausmaß 
festgestellt werden: Sie verringerte sich um knapp die Hälfte (48 %), während 
Hammerschmidt und Kollegen eine Abnahme um lediglich ein Viertel nachweisen konnten. 
Wösten-van Asperen et al. (2008) hingegen stellten bei einem in vivo Experiment an der 
Rattenlunge eine dehnungsinduzierte Zunahme der Bradykinin-Konzentration fest. Die 
Konzentrationszunahme korrelierte dabei positiv mit der Größe der Dehnungsamplitude. Der 
Versuchsaufbau war jedoch grundlegend verschieden: Die Tiere wurden in vivo für einen 
kürzeren Zeitraum (vier Stunden) mit unterschiedlich hohen Amplituden mechanisch 
beatmet und die Bradykinin-Bestimmung erfolgte in Flüssigkeit aus der bronchoalveolären 
Lavage (BAL). Der Bradykinin-Gehalt in der BAL Flüssigkeit kann jedoch von zahlreichen 
anderen Zellen, nicht nur von AT-II-Zellen beeinflusst werden. Zudem wäre bei dem in vivo 
Experiment auch ein Übertritt des Bradykinins aus anderen Kompartimenten, zum Beispiel 
aus dem Gefäßkompartiment (Endothelzellen, Blutplasma) nach beatmungsbedingter 
Schädigung der Blut-Gas-Barriere möglich. Da sich somit keine exakte Aussage über die 
Herkunft des Bradykinins treffen lässt, steht dieses Ergebnis der beatmungsbedingten 
Erhöhung der Bradykinin-Konzentration auch nicht in direktem Gegensatz zu dem der 
vorliegenden Arbeit, die ausschließlich alveoläre Typ-II-Zellen bezüglich ihrer Bradykinin-
Konzentration fokussiert.  
Die Beeinflussung der Bradykinin-Konzentration durch mechanische Dehnung wurde auch an 
extrapulmonalem Gewebe untersucht. Beispielsweise führten Wei et al. (2003) in vivo 
Bestimmungen der Bradykinin-Konzentration in kardialer interstitieller Flüssigkeit durch, 
nachdem in adulten Sprague-Dawley-Ratten durch eine operativ geschaffene aortokavale 
Fistel eine akute kardiale Volumenüberlastung kreiert worden war. Die Bradykinin 
Konzentration der interstitiellen Flüssigkeit stieg auf diese mechanische Reizung des 
Myokards hin signifikant an. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte den Bradykinin-Anstieg auch an 
isolierten Kardiomyozyten der adulten Ratte in einem in vitro-Dehnexperiment zur KKS-
Aktivierung bestätigen (Wei et al. 2012), siehe auch Abschnitt 5.2.2.. Eine mögliche Erklärung 
für diesen Bradykinin-Anstieg ist, dass die Bradykinin-abbauende Aktivität in kardialem 
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Gewebe durch akute mechanische Belastung weniger stark gesteigert wird als in 
pulmonalem Gewebe. Tatsächlich konnten Wei und Kollegen bei ihren Untersuchungen in 
vivo (2003 und 2012) in den ersten Tagen und Wochen nach Kreation der aortokavalen Fistel 
keinen signifikanten Anstieg der ACE-Aktivität feststellen.  
 
5.2.2. Die Beeinflussung der Bradykinin-bildenden Komponenten durch 
zyklische mechanische Dehnung 
Die Frage nach den Ursachen des Bradykinin-Konzentrationsabfalls führt zur ersten 
Hypothese der vorliegenden Arbeit:  
„Die Bradykinin-Konzentration sinkt, weil die Bradykinin-Produktion in alveolären          
Typ-II-Zellen der Ratte durch zyklische mechanische Überdehnung beeinträchtigt wird.“ 
Die vorliegenden Untersuchungen ergaben jedoch eine Steigerung der Bradykinin-bildenden 
Komponenten des Kinin-Kallikrein-Systems: Sowohl das Bradykinin-Vorläuferprotein 
Kininogen 1 als auch die Serinprotease Kallikrein, die aus Kininogen das aktive Peptid 
Bradykinin freisetzt, zeigen intra- und extrazellulär eine deutliche Erhöhung der 
Proteinkonzentration bzw. der Enzymaktivität im Vergleich zu ungedehnten Kontrollen. 
Zyklische mechanische Stimulation mit hoher Amplitude führt also in alveolären Typ-II-Zellen 
der Ratte zu vermehrter Produktion und Freisetzung von Kininogen 1. 
Eine Studie von Takano et al.(2000) beschäftigte sich mit der gewebespezifischen Expression 
von Kininogenen bei Ratten und stellte fest, dass low und high molecular weight Kininogen in 
verschiedenen Geweben wie Lunge, Niere und Haut, nicht nur unterschiedlich stark 
exprimiert werden, sondern dass auch das Mengenverhältnis zueinander variiert. Da die 
beiden Kininogene durch dasselbe Gen codiert werden, lässt sich daraus schließen, dass die 
Expression durch alternatives Splicing und posttranslationale Modifikationen einer 
gewebespezifischen Regulation unterliegt. Eine gewebespezifische Regulation der Kininogen-
Expression stellten auch Okamoto et al. (1996) fest, die Kininogen mRNA in humanen und 
Ratten Fibroblasten nachwiesen und als Reaktion auf einen akuten Entzündungsreiz in vivo 
beziehungsweise durch Stimulation mit Prostaglandin E2 in vitro eine verstärkte Kininogen-
Expression in Fibroblasten beobachten konnten. 
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Hammerschmidt et al. (2005) zeigten in ihrem in vitro-Dehnungsexperiment, dass zyklische 
mechanische Überdehnung in alveolären Typ-II-Zellen der Ratte das Gleichgewicht pro- und 
anti-inflammatorischer Mediatoren in Richtung der pro-inflammatorischen Mediatoren 
verschiebt und insbesondere die Genexpression der Cyclooxygenase 2 verstärkt. Dieses 
Enzym ist unter anderem an der Prostaglandin E2-Synthese beteiligt und Prostaglandin E2 
wurde wiederum die Fähigkeit nachgewiesen, die Kininogen-Expression zu stimulieren. Diese 
Zusammenhänge bieten eine mögliche Erklärung für den Anstieg der Kininogen-
Proteinkonzentration in AT-II-Zellen nach zyklischer mechanischer Überdehnung. 
 
Ebenfalls stimulierend wirkte der zyklische Dehnungsreiz in den vorliegenden Experimenten 
auf die Kallikrein-Aktivität, die sowohl intra- als auch extrazellulär nach 24stündiger Dehnung 
deutlich erhöht gemessen wurde. 
Bei der hier durchgeführten Kallikrein-Aktivitätsmessung mittels Fluoreszenzspektroskopie 
kann nicht zwischen Plasma- und Gewebe-Kallikrein unterschieden werden, da beide 
Enzyme das fluoreszierende MCA freisetzen. Zwar wird das Gewebe-Kallikrein (t-Kallikrein) 
als das in der Lunge vorherrschende Kallikrein angesehen, da es in großer Menge produziert 
wird (Kaplan et al. 2002), jedoch konnte t-Kallikrein im Respirationstrakt bisher nur in den 
seromukösen Drüsenzellen der Atemwege lokalisiert werden, namentlich in der 
Nasenschleimhaut (Baumgarten et al. 1989; Poblete et al. 1993), in der Trachea und in den 
extra- und intrapulmonalen Bronchien, wohingegen die immunhistochemische Anfärbung 
von t-Kallikrein in den Bronchiolen, Alveolargängen und in den Alveolen bisher nicht gelang 
(Poblete et al. 1993). O'Riordan et al. (2003) untersuchten in ihrer Studie die t-Kallikrein-
Aktivität im Sputum aus den unteren Atemwegen bei kurzfristig (< eine Woche) mechanisch 
ventilierten Patienten und langfristig (> vier Wochen) ventilierten Patienten mit 
beziehungsweise ohne beatmungsassoziierte Tracheobronchitis. Ihre Ergebnisse zeigen eine 
deutliche Erhöhung der t-Kallikrein-Aktivität im Sputum von Patienten mit langfristiger 
mechanischer Beatmung und Atemwegsentzündung gegenüber kurzzeitig beatmeten 
Patienten ohne Entzündung der Atemwege. Dies kann bedeuten, dass t-Kallikrein selbst oder 
via Kinin-Produktion entzündungsmodulierende Effekte bewirkt, und es kann auch 
bedeuten, dass die t-Kallikrein-Aktivität mechanisch beeinflussbarer Regulation unterliegt, 
was die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestätigen würde. 
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Plasma-Kallikrein (p-Kallikrein) Genexpression findet zum größten Teil in Leber, Pankreas und 
Nieren statt, wurde aber auch in diversen anderen Geweben, z.B. in Lunge, Herz, Haut, 
Kolon, Ovarien und Testes, und in ubiquitären Zellen (Leukozyten) nachgewiesen (Neth et al. 
2001). Fink et al. (2007) zeigten, dass diese Genexpression in allen untersuchten Geweben 
auch in Proteinsynthese von Plasma-Prekallikrein (PPK) mündet, dem Vorläufer des aktiven 
p-Kallikreins. Mittels immunhistochemischer Anfärbung zeigten sie insbesondere in 
respiratorischen Epithelzellen in Trachea, Bronchien und Bronchiolen signifikante 
PPK-Synthese, obwohl die mRNA-Expression in diesen Zellen in nur sehr geringem Maße 
stattfindet (Neth et al. 2001). Die Tatsache, dass PPK auch auf der Zellkernmembran der 
Epithelzellen gefunden wurde, liefert den Hinweis, dass es an der Regulation von 
zytoplasmatischen und nukleären Funktionen beteiligt sein könnte (Fink et al. 2007). 
In einer Studie von Varano della Vergiliana et al. (2010) wurde die Aktivierung von PPK zu 
Plasma-Kallikrein auf respiratorischen Epithelzellen untersucht, unter anderem auf Zellen 
einer transformierten Tumorzelllinie (A549-Zellen), die als Modell humaner AT-II-Zellen 
eingesetzt werden. Übereinstimmend mit den Erkenntnissen über die PPK-Aktivierung auf 
Endothelzellen (Rojkjaer und Schmaier 1999) fand man auch auf A549-Zellen die Expression 
von Multiprotein-Rezeptoren, die den Komplex aus HMWK und PPK zinkabhängig binden. 
Eine Inkubation der A549-Zellen mit PKK und HMWK führte zur signifikanten Erhöhung der 
Menge an Bradykinin, was für eine Aktivierung von PPK zu Plasma-Kallikrein spricht. Auf 
kolorektalen und prostatischen Epithelzellen ließen sich die Ergebnisse replizieren, was die 
Autoren zu der Annahme bewegte, dass Epithelzellen generell zur Aktivierung des Plasma 
Kallikrein-Kinin-Systems befähigt sind (Varano della Vergiliana et al. 2010). 
Man kann also festhalten, dass in der Lunge sowohl Gewebe- als auch Plasma-Kallikrein 
vorhanden sind und aktiviert werden können. Somit können beide Unterformen in dem 
vorliegenden Dehnungsmodell alveolärer Typ-II-Zellen eine Rolle spielen. Beide Enzyme 
führen letztendlich zur Bradykinin-Bildung, Plasma-Kallikrein auf direktem Weg und Gewebe-
Kallikrein über das Zwischenprodukt Lys-Bradykinin/Kallidin (beziehungsweise bei der Ratte 
Kallidin like Peptide), das durch eine Aminopeptidase einfach in Bradykinin umgewandelt 
werden kann. Die durchgeführten Aktivitätsmessungen unterscheiden nicht zwischen den 
Kallikrein-Unterformen und beziehen sich auf die Gesamt-Kallikrein-Aktivität. 
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In Übereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen sind die Untersuchungen von 
Hammerschmidt et al. (2007) zu sehen. Bei identischem experimentellen Aufbau und dem 
Einsatz der gleichen Zellart kamen sie zu folgenden Ergebnissen: Dehnung mit hoher 
Amplitude führt zu einem starken Anstieg der Kallikrein-Aktivität in den Zellüberständen bei 
gleichzeitigem deutlichen Rückgang (55 %) der Genexpression von T-Kininogen. Während der 
Anstieg der Kallikrein-Aktivität mit den vorliegenden Ergebnissen offensichtlich 
übereinstimmt, lassen sich die Ergebnisse für Kininogen scheinbar nicht miteinander 
vereinbaren. Es muss jedoch beachtet werden, dass zwei verschiedene Kininogene 
untersucht wurden: In der vorliegenden Studie wurde die Proteinkonzentration von 
Kininogen 1 bestimmt, in der von Hammerschmidt und Kollegen handelt es sich um die 
Genexpression des nur bei Ratten existierenden T-Kininogens. Dabei wurde angenommen, 
dass T-Kininogen der Bradykinin-Vorläufer der Ratte ist und von Kallikrein proteolysiert wird. 
Diese Annahme trifft jedoch nicht zu, da T-Kininogen für Kallikrein nicht empfänglich ist und 
daraus zudem kein Bradykinin, sondern T-Kinin entsteht (siehe auch Abschnitt 1.4.). 
 
Die Reagibilität der Bradykinin-bildenden Komponenten des KKS auf mechanische 
Stimulation wurde auch an anderen Geweben gezeigt: Yayama et al. (2001) führte eine in 
vivo Studie zu deren Genexpression in mechanisch belasteten Kardiomyozyten von Mäusen 
durch. Bei den Versuchstieren wurde operativ eine Aortenkonstriktion verursacht, wodurch 
sich nach 14 Tagen eine manifeste Herzhypertrophie durch Druck(über)belastung des 
Myokards entwickelte. Die Bestimmung von LMWK und Gewebe-Kallikrein mRNA in den 
Kardiomyozyten zeigte eine verstärkte Genexpression parallel zur Entwicklung der 
Hypertrophie. Bei den Kontrolltieren wurde eine Placebo-Operation durchgeführt, in deren 
Folge sich die Genexpression nicht signifikant veränderte. 
Bestätigt werden diese in vivo Experimente von den Ergebnissen einer von Wei et al. (2012) 
durchgeführten in vitro-Studie an Kardiomyozyten der Ratte: Isolierte Kardiomyozyten der 
adulten Sprague-Dawley-Ratte wurden hier - vergleichbar mit dem experimentellen Aufbau 
der vorliegenden Arbeit - ebenfalls in einer Flexercell-Apparatur für 24 Stunden zyklisch 
gedehnt (Amplitude 5%). Daraufhin wurde eine erhöhte Expression von tissue-Kallikrein und 
B2-Rezeptor mRNA in den Kardiomyozyten festgestellt und mittels Radioimmunessay eine 
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Versechsfachung der Bradykinin Freisetzung gemessen. Auch diese Ergebnisse sprechen 
eindeutig für eine dehnungsinduzierte Aktivierung des Kinin-Kallikrein-Systems.  
 
Die erste der untersuchten Arbeitshypothesen, die beinhaltet, dass zyklische Dehnung die 
Bradykinin-Produktion beeinträchtigt, muss also verworfen werden, da die Bradykinin-
bildenden Komponenten Kallikrein und Kininogen 1 dehnungsinduziert verstärkt aktiviert 
bzw. vermehrt gebildet werden. 
 
5.2.3. Die Beeinflussung des Bradykinin-Abbaus durch zyklische 
mechanische Dehnung 
Die Bradykinin-Konzentration spiegelt das Zusammenspiel aus BK-bildenden und BK-
abbauenden Komponenten des KKS wieder. Da bei der Bradykinin-Bildung in AT-II-Zellen 
dehnungsinduziert eine eindeutige Zunahme registriert werden konnte, die Bradykinin-
Konzentration aber dennoch vermindert gemessen wurde, liegt der Rückschluss auf eine 
starke Bradykinin-abbauende Aktivität nahe, was zur zweiten Hypothese der vorliegenden 
Arbeit führt: 
„Die Bradykinin-Konzentration sinkt, weil zyklische mechanische Dehnung von alveolären 
Typ-II-Zellen der Ratte die Bradykinin-abbauende Aktivität steigert.“ 
Diese Hypothese ließ sich experimentell bestätigen: Im Vergleich zu statischen Kontrollen 
konnte in den Überständen der gedehnten AT-II-Zellkulturen ein starker Anstieg der 
Bradykinin-abbauenden Aktivität festgestellt werden. 
Der Bradykinin-Abbau erfolgt hauptsächlich durch vier Enzyme, namentlich durch die 
Carboxypeptidase M (CPM) und Carboxypeptidase N (CPN), das Angiotensin converting 
Enzyme (ACE) und die Neutrale Endopeptidase (NEP). Die Carboxypeptidasen werden auch 
als Kininasen Typ I bezeichnet, während ACE auch unter dem Namen Kininase II läuft. 
 Die Carboxypeptidase N (CPN) wird in Hepatozyten synthetisiert und ins Blut 
sezerniert, wo sie die Aktivität von zirkulierendem Bradykinin, Wachstumsfaktoren, 
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Zytokinen und Anaphylatoxinen reguliert (Keil et al. 2007). Am Bradykinin-Abbau 
alveolärer Epithelzellen ist sie unbeteiligt.  
 Die Carboxypeptidase M (CPM) ist ein membranständiges Enzym und kommt in 
verschiedensten Geweben vor, beispielsweise in Lunge, Herz, Niere, Plazenta, auf 
Endothelzellen und Fibroblasten. Sie inaktiviert Bradykinin, indem sie die Aminosäure 
Arginin am Carboxylende entfernt, wodurch Bradykinin zu des-[Arg]-Bradykinin wird, 
das als spezifischer Agonist am Bradykinin-Rezeptor B1 wirkt (Kashuba et al. 2013). 
Eine Studie von Nagae et al. (1993) zeigte zwar in der Lunge verglichen mit anderen 
Organen eine besonders hohe Konzentration an CPM, konnte das Enzym aber nur auf 
alveolären Typ-I-Zellen und Makrophagen lokalisieren; auf AT-II-Zellen war es 
immunhistochemisch nicht nachweisbar.  
 Die Neutrale Endopeptidase (NEP) ist eine membrangebundene Metalloprotease, die 
auf zahlreichen Geweben exprimiert wird (Kokkonen et al. 2000). In der gesunden 
Lunge konnte sie auf respiratorischem und alveolärem Epithel sowie auf Fibroblasten 
nachgewiesen werden (Cohen et al. 1996). Neben Bradykinin fungieren noch 
zahlreiche andere Peptide als Substrate, zum Beispiel Angiotensin I und II, Substanz P, 
Endothelin, Enkephalin und ß-Amyloid, die die NEP am Aminoterminus hydrophober 
Aminosäuren abbaut (Kashuba et al. 2013). Die NEP schneidet die Bradykinin-
Nonapeptidsequenz simultan an den Positionen 7-8 und 4-5, sodass zwei inaktive 
Bradykinin-Fragmente entstehen (Ramirez-Molina et al. 2006). 
 Das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), auch Kininase II genannt, wird ebenfalls 
membrangebunden synthetisiert, kann aber über post-translationale Modifikation 
den Membrananker verlieren und so in die Zirkulation gelangen. Demnach befindet 
es sich sowohl in Plasma und Körperflüssigkeiten wie Urin, Liquor und Fruchtwasser, 
als auch auf Membranen von Makrophagen, T-Lymphozyten, Keimzellen, 
Nervenzellen, Endothel- und Epithelzellen (Costerousse et al. 1993; Kashuba et al. 
2013). Namengebend ist seine Funktion im blutdruckregulierenden Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), in dem es Angiotensin I in Angiotensin II 
umwandelt. ACE besitzt zwei katalytische Abschnitte, die C-Domäne und die N-
Domäne, die beide sowohl in der löslichen als auch in der membranständigen 
Enzymform vorhanden sind, jedoch verschiedene chemische und enzymatische 
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Eigenschaften aufweisen: Die Umwandlung von Angiotensin I zu II findet 
beispielsweise hauptsächlich an der C-Domäne statt, während der Bradykinin-Abbau 
in gleicher Weise an beiden Domänen betrieben wird (Bernstein et al. 2011). ACE 
schneidet, der NEP ähnlich, die Bradykinin-Peptidsequenz an zwei Stellen, an Position 
5-6 und ebenfalls an Position 7-8 (Ramirez-Molina et al. 2006). Die entstehenden 
Fragmente sind inaktiv.  
Für den BK-Abbau alveolärer Typ-II-Zellen in vivo sind also hauptsächlich ACE und NEP 
verantwortlich. Ramirez-Molina et al. (2006) bestätigen dies an isolierten Membranen aus 
Lungengewebe der Ratte und bewiesen darüber hinaus, dass die Metabolisierung von 
Bradykinin durch ACE und NEP zu gleichen Anteilen bewältigt wird. Die beiden Enzyme 
arbeiten synergistisch und beeinflussen sich gegenseitig, wie eine Studie zum Bradykinin-
Metabolismus in der Rattenlunge von Dragovic et al. (1993) herausfand: Sie bestimmten die 
Bradykinin-Konzentration in bronchoalveolärer Lavage-Flüssigkeit nach kombinierter bzw. 
einfacher Hemmung der Bradykinin-abbauenden Enzyme und stellten fest, dass nur die 
gleichzeitige Hemmung beider Enzyme zu einem Anstieg der Bradykinin-vermittelten Effekte 
führte, nicht aber die Hemmung eines der beiden Enzyme allein. Offenbar kompensieren 
ACE und NEP den Ausfall des jeweils anderen synergistisch wirkenden Enzyms mit 
gesteigerter abbauender Aktivität. Zu diesem Schluss kamen auch Graf et al. (1993) bei der 
Untersuchung des Abbaus endogenen vasoaktiven Bradykinins durch die NEP auf humanen 
Endothelzellen der Umbilikalvene: Bei ACE-Hemmung kam es zu einer Steigerung der 
NEP-Aktivität. 
Die vorliegende Untersuchung zur Bradykinin-abbauenden Aktivität wurde in vitro in 
Überständen von AT-II-Zellkulturen nach einer Dehnung von 24 Stunden durchgeführt. 
Exogenes Bradykinin wurde beigefügt und dessen Abbau mit dem Abbau in Überständen 
ungedehnter AT-II-Zellkulturen verglichen. Während in letzteren nach der zweistündigen 
Inkubation etwa die Hälfte des vorhandenen Bradykinins abgebaut war, wurde in den 
Überständen gedehnter AT-II-Zellen über 70% des hinzugefügten Bradykinins abgebaut. Da 
der BK-Abbau durch die NEP ausschließlich membrangebunden stattfindet, die vorliegende 
Untersuchung aber in den Überständen der Zellkulturen durchgeführt wurde, spielt die NEP 
bei der gemessenen Steigerung Bradykinin-abbauender Aktivität wenn überhaupt eine 
untergeordnete Rolle, etwa durch aus geschädigten Zellen frei gewordene Enzyme. 
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Ich möchte daher im Folgenden vor allem auf den dehnungsinduzierten Bradykinin-Abbau 
durch das Angiotensin-konvertierende Enzym eingehen. 
In der bereits mehrfach erwähnten Studie von Hammerschmidt et al.(2007) wurde durch 
Überdehnung ein Rückgang der Bradykinin-Konzentration registriert. Dieser Rückgang 
konnte durch die Zugabe des ACE-Hemmers Captopril vollständig verhindert werden. In 
statischen Zellkulturen hingegen führte die Hemmung des Bradykinin-Abbaus durch 
Captopril nicht zur Erhöhung der Bradykinin-Konzentration. In Zusammenschau mit den 
vorliegenden Ergebnissen bedeutet das, dass die verstärkte dehnungsinduzierte abbauende 
Aktivität hauptsächlich durch ACE geleistet wird. Dass Captopril unter statischen 
Bedingungen hingegen keinen Effekt auf die Bradykinin-Konzentration hat, bekräftigt die 
vorliegenden Ergebnisse weiterhin, denn in statischen Zellkulturen wird weder die 
Bradykinin-Bildung noch dessen Abbau mechanisch stimuliert, sodass die Hemmung des 
konstitutiven Bradykinin-Abbaus bei der ebenfalls geringeren konstitutiven Bradykinin-
Bildung in den statischen Zellkulturen keinen signifikanten Effekt hervorruft. 
Studien in verschiedenen extrapulmonalen Geweben liefern weitere Belege für die kausalen 
Zusammenhänge zwischen dem Einwirken mechanischer Kraft und gesteigerter Expression 
und Aktivität des Angiotensin-konvertierenden Enzyms: 
In ihrem Modell ventrikulärer Hypertrophie kultivierten Liang und Gardner (1998) 
Kardiomyozyten neugeborener Ratten und setzten sie für 48 Stunden zyklischer Dehnung 
mit hoher Amplitude aus. Die Genexpression von ACE mRNA stieg zunächst kontinuierlich 
an, erreichte nach 12 Stunden ihren Höhepunkt und blieb bis zur Messung nach 24 Stunden 
konstant erhöht. Zum Zeitpunkt der letzten Messung nach 48 Stunden zyklischer Dehnung 
war die ACE Genexpression bereits wieder stark zurückgegangen. Ebenfalls an neonatalen 
Kardiomyozyten der Ratte führten Malhotra et al. (1999) ihre in vitro-Versuche durch. Die 
Zellkultur wurde auf einer Silikonmembran uniaxial für acht, 16 und 24 Stunden einer 
20 prozentigen Dehnung ausgesetzt. Anschließende Untersuchungen ergaben einen 
zweifachen Anstieg der ACE-Genexpression nach 16 Stunden und einen vierfachen Anstieg 
nach 24 Stunden Dehnung. Die ACE-Aktivität war nach 24 Stunden Dehnung ebenfalls 
zweifach erhöht. Diese Ergebnisse bestätigen diejenigen der in vivo-Studie von Schunkert et 
al.(1990) zur links-ventrikulären Hypertrophie durch mechanische Drucküberlastung in 
adulten Ratten, die operativ durch eine Aortenstenose induziert wurde. Die Kontrollgruppe 
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wurde einer Placebo-Operation unterzogen. Schunkert und Kollegen quantifizierten sowohl 
die Umwandlungsrate von Angiotensin I zu II durch ACE am schlagenden Herzen als auch die 
ACE-Aktivität in homogenisiertem links-ventrikulären Gewebe und stellten dabei jeweils eine 
deutliche Aktivitätssteigerung durch die druckbedingten mechanischen Reize auf das 
Myokard fest. Rechtsventrikuläres Gewebe, das keiner Überlastung ausgesetzt war, wies 
hingegen weder in der Gruppe mit Aortenstenose noch in der Kontrollgruppe eine 
ACE-Aktivitätssteigerung auf. Die ACE mRNA Expression in linksventrikulärem Gewebe war 
gegenüber linksventrikulärem Gewebe der Kontrollgruppe mehr als vierfach erhöht.  
Hu et al. (2014) bewiesen in ihrer in vitro-Studie an glatten Muskelzellen aus der humanen 
Aorta, dass zyklische Dehnung mit einer Amplitude von 16%, wie sie etwa in vivo bei 
Hypertension entstehen kann, nach zwölf Stunden zu einer erhöhten ACE mRNA Expression 
und ACE-Proteinexpression führt. Die Autoren schlussfolgern aus diesen Ergebnissen in 
Zusammenschau mit Studien über die supprimierende Wirkung pulsatilen Scherstresses auf 
die ACE-Expression und -Aktivität in kultivierten Endothelzellen (Barauna et al. 2011; Rieder 
et al. 1997), dass das ACE-kodierende Gen mechanosensibel ist. 
Der vermehrte Bradykinin-Abbau, der in den vorliegenden Versuchen festgestellt wurde, 
geht demnach höchstwahrscheinlich auf erhöhte ACE-Expression in AT-II-Zellen und 
vermehrte Aktivität des freigesetzten ACE zurück. Damit kann die zweite Hypothese, dass 
das dehnungsbedingte Absinken der Bradykinin-Konzentration in den Überständen der      
AT-II-Zellkulturen auf vermehrte abbauende Aktivität zurückzuführen ist, bestätigt werden. 
 
5.2.4. Die Beeinflussung des Bradykinin-Rezeptors 2 durch zyklische 
mechanische Dehnung 
Die Konzentration des Bradykinin-Rezeptors 2 (im Folgenden auch BKR2) wurde im Hinblick 
auf die dritte Arbeitshypothese untersucht: 
„Die Konzentration des freien Bradykinins sinkt ab, weil Bradykinin durch eine 
dehnungsinduzierte BKR2-Konzentrationserhöhung vermehrt rezeptorgebunden vorliegt.“ 
Eine derartige Veränderung der Rezeptorkonzentration konnte in den vorliegenden 
Experimenten weder extra- noch intrazellulär nachgewiesen werden, da sich die 
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gemessenen Konzentrationsunterschiede zwischen gedehnten und ungedehnten AT-II-
Zellkulturen als statistisch insignifikant erwiesen. 
Hammerschmidt et al. (2007) fanden eine dehnungsbedingte Hochregulierung der         
BKR2-Genexpression, die sie als kompensatorische Reaktion auf das Absinken der 
Agonistenkonzentration interpretierten. Der erhöhten Genexpression entsprechende 
Ergebnisse auf Proteinebene konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gezeigt 
werden. 
Vergleichbare Studien, die sich mit dem Einfluss zyklischer Dehnung auf den B2-Rezeptor 
beschäftigen sind rar. Außer der bereits genannten Studie von Hammerschmidt et al. (2007) 
gibt es meiner Kenntnis nach keine weiteren Untersuchungen, die sich auf alveoläre         
Typ-II-Zellen beziehen. In extrapulmonalem Gewebe jedoch, insbesondere in 
Kardiomyozyten, ist die mechanische Beeinflussung des Bradykinin-Rezeptors 2 Gegenstand 
der experimentellen Forschung.  
Yayama und Kollegen führten an Mäusen (2001) und Ratten (2003) in vivo Versuche zur Rolle 
des KKS in Kardiomyozyten bei der Entwicklung der linksventrikulären Hypertrophie durch. 
Nach der operativen Erzeugung einer Aortenkonstriktion an den Versuchstieren, die nach 
sieben Tagen durch Druckbelastung zu einer linksventrikulären Hypertrophie führte, wurde 
die Expression des B2-Rezeptors beobachtet. In beiden Spezies konnte schon ab dem zweiten 
Tag ein vorübergehendes Absinken der BKR2 mRNA Expression festgestellt werden, die sich 
nach zwei Wochen wieder normalisierte und sich denen der placebo-operierten Tiere 
anglich. In Kardiomyozyten der Ratte war die Rezeptorendichte deutlich reduziert, 
wohingegen die Rezeptoraffinität unbeeinflusst blieb. Diese Veränderungen konnten nur in 
linksventrikulären Kardiomyozyten festgestellt werden, die durch die Aortenkonstriktion 
besonders hoher mechanischer Belastung ausgesetzt waren. In rechtsventrikulären 
Kardiomyozyten blieb der B2-Rezeptor gänzlich unbeeinflusst. Im Gegensatz dazu fanden 
Wei et al. (2012) in ihrem bereits erwähnten (Abschnitt 5.2.2.) in vitro-Experiment, in dem 
sie Kardiomyozyten der Ratte für 24 Stunden zyklischer Dehnung aussetzten, eine mehr als 
zweifache Steigerung der BKR2 mRNA Expression.  
Möglicherweise unterliegt die Expression des B2-Rezeptors einer sehr fein differenzierten 
Regulation, die unter anderem von der Qualität des mechanischen Reizes abhängen könnte: 
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Mechanische Druckbelastung führt wie beschrieben zu verminderter Expression, während 
Dehnbelastung in Kardiomyozyten eine vermehrte Expression nach sich zieht.  
Besser untersucht als der Einfluss zyklischer Dehnung auf den BKR2 ist hingegen sein 
Verhalten nach Agonistenstimulation. Dies ist auch für das vorliegende in vitro-Experiment 
relevant, da das dehnungsbedingt vermehrt gebildete Bradykinin eine hohe Spezifität für 
den B2-Rezeptor aufweist. 
Die Reaktion des BKR2 auf Agonistenstimulation wurde in der Lunge in verschiedenen Zellen 
untersucht und ergab gegensätzliche Ergebnisse. In adulten Myofibroblasten und fetalen 
humanen Fibroblasten führt Bradykinin zu einer verminderten mRNA Expression und einem 
dramatischen Rückgang (90 %) der Rezeptorenzahl auf der Membranoberfläche aufgrund 
von Rezeptorinternalisierung (Phagoo et al. 1999; Bengtson et al. 2008). In humanen 
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B-Zellen) hingegen führte Bradykinin zu einer signifikant 
gesteigerten BKR2 mRNA Expression (Ricciardolo, Fabio L M et al. 2012), einer dichteren 
Rezeptorenbesetzung der Zellmembran und einer verbesserten mRNA Stabilität (Bengtson et 
al. 2008).  
Hecquet et al. (2000) identifizierten einen weiteren direkten Agonisten am BKR2, nämlich 
humanes Kallikrein, das den B2-Rezeptor unmittelbar und unabhängig von enzymatischer 
Bradykinin-Freisetzung aktivieren kann. Ihre Versuche führten Hecquet und Kollegen an 
Hamster-Ovarialzellen durch, die sie so transfizierten, dass sie humanen BKR2 exprimierten. 
Es gelang ihnen, an diesen Zellen zu zeigen, dass eine direkte Aktivierung durch Kallikrein - 
anders als die Aktivierung durch Bradykinin - nicht zur Rezeptorinternalisierung führt, 
sondern im Gegenteil zur zügigen Redistribution des BKR2 auf der Zellmembran (Hecquet et 
al. 2002).  
Studien zur Regulation des B2-Rezeptors nach Agonistenstimulation speziell auf alveolärem 
Epithel sind meines Wissens bisher nicht veröffentlicht. In den vorliegenden Versuchen 
konnte durch zyklische Dehnung für 24 Stunden auch intrazellulär kein signifikanter 
Konzentrationsunterschied des BKR2 zwischen gedehnten und statischen Zellen 
hervorgerufen werden. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass keine vermehrte 
Rezeptorinternalisierung stattfindet. Eine mögliche Interpretation wäre, dass der 
dehnungsbedingt schnellere Abbau des Bradykinins die Internalisierung vermindert. 
   71 
Möglicherweise überlagern sich aber während der Dehnungsperiode auch mehrere Effekte, 
die mit nur einer Konzentrationsbestimmung nach 24 Stunden nicht nachzuvollziehen sind: 
So könnte Bradykinin beispielsweise die Rezeptorenzahl auf der Membranoberfläche 
vermindern, während Kallikrein eine Redistribution bewirkt. Die dehnungsbedingt stärker 
absinkende Bradykinin-Konzentration und andererseits die gesteigerte Kallikrein-Aktivität 
könnten dann die B2-Rezeptorregulation dynamisch beeinflussen. Diese Überlegungen 
müssten anhand tiefer greifender, zeitlich gestaffelter Versuchsreihen weiter untersucht 
werden.  
In jedem Fall muss die beim vorliegenden Experiment fokussierte dritte Arbeitshypothese 
einer vermehrten Bradykinin-Rezeptorenbindung mit einer daraus folgenden Reduktion der 
freien Bradykinin-Konzentration aufgrund der ermittelten unveränderten Konzentrationen 
des B2-Rezeptors verworfen werden.  
 
5.2.5. Bedeutung der dehnungsinduzierten Aktivierung des Kinin-
Kallikrein-Systems 
Bradykinin stellt die zentrale Komponente des Kinin-Kallikrein-Systems dar, das wie bereits 
dargelegt durch zyklische Dehnung von alveolären Typ-II-Zellen zur vermehrten Bradykinin-
Produktion angeregt wird. Bradykinin vermag über seinen B2-Rezeptor anti-apoptotische 
Effekte zu vermitteln. Zahlreiche Studien berichten in verschiedensten Geweben von dieser 
zellprotektiven Wirkung des Bradykinins:  
An alveolären Typ-II-Zellen der Ratte zeigten Hammerschmidt et al.(2007) in ihrem in vitro-
Dehnexperiment, dass Bradykinin via B2-Rezeptor den PI3K/Akt/Bad-Signalweg aktiviert, 
über den zwei anti-apoptotische Proteine (Bcl-2 und Bcl-XL) gebildet werden, die 
Mitochondrien stabilisieren. Während zyklischer Überdehnung sind Mitochondrien in        
AT-II-Zellen einer Doppelbelastung ausgesetzt. Denn sie sind zum einen mit dem Zytoskelett 
verbunden, sodass der mechanische Stress direkt übertragen werden und ihre Permeabilität 
beeinträchtigen könnte (Hammerschmidt et al. 2007). Dafür spricht, dass es Ali et al. (2006) 
gelang, eine positive Korrelation zwischen mechanischem Stress und mitochondrialer 
Oxidanzien-Freisetzung zu zeigen. Zum anderen wird über das Absinken der Bradykinin-
Konzentration aufgrund des dehnungsinduziert gesteigerten Bradykinin-Abbaus der 
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protektive anti-apoptotische Signalweg abgeschwächt. Folglich kommt es zu einer 
vermehrten Apoptose der gedehnten Zellen, die durch die Hemmung des Bradykinin-Abbaus 
beispielsweise durch den ACE-Inhibitor Captopril verhindert werden kann, wie 
Hammerschmidt et al. (2007) es in ihren Experimenten zeigen. 
In einem in vivo Experiment an ventilierten eNOS knockout Mäusen konnten Peng et al. 
(2010) ebenfalls die zellprotektive Bedeutung des BKR2-vermittelten PI3K/Akt-Signalweges 
bestätigen (siehe auch Abbildung 2, Seite 20). Ventilierte eNOS knockout Mäuse, bei denen 
folglich eben dieser Signalweg nicht aktiviert werden kann, entwickelten eine deutlich 
schwerere VALI mit stärker ausgeprägter Schädigung der Blut-Gas-Barriere als 
gleichermaßen ventilierte wildtyp Mäuse. Bei weitergehender Untersuchung anhand eines in 
vitro-Modells alveolärer Typ-II-Zellen stellte sich heraus, dass die dehnungsbedingte 
Inhibition des PI3K/Akt-Signalweges eine Kreuzaktivierung des p38/MAP-Kinase-Signalweges 
nach sich zieht, wodurch die Apoptose der AT-II-Zellen und letztendlich die Entstehung der 
VALI begünstigt wird (Peng et al. 2010).  
Xu et al. (2012) untersuchten den Einfluss von exogenem Bradykinin auf TNFα-induzierte 
Apoptose an pankreatischen β-Zellen der Maus: Bradykinin verhinderte den induzierten 
Zelltod der β-Zellen wiederum über den BKR2-vermittelten PI3K/Akt/Bad-Signalweg, in 
dessen Folge die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL hochreguliert 
wird. Pro-apoptotische Signale hingegen, wie Expression des Bax-Proteins und die Aktivität 
von Caspase 3, werden durch Bradykinin gehemmt. 
Im Gegensatz zu den Studien, die Bradykinin protektive Eigenschaften zuschreiben, 
insbesondere in Bezug auf die Entstehung der beatmungsassoziierten Lungenschädigung, 
stehen die Ergebnisse der VILI-Studie von Wösten-van Asperen et al. (2008). Sie ventilierten 
Ratten, die eine bzw. keine Captopril-Vorbehandlung erhalten hatten, mit hoher 
Druckamplitude für vier Stunden und führten anschließend Untersuchungen in deren 
BAL-Flüssigkeiten und Apoptosebestimmungen durch. Zwar bestätigen die Ergebnisse aus 
den BAL-Flüssigkeiten, dass zyklische Dehnung die ACE-Aktivität, d.h. auch den Bradykinin-
Abbau, steigert, und dass sich die Hemmung des Angiotensin-konvertierenden Enzyms 
zellprotektiv auswirkt. Nach Untersuchung der Signalwege kommen die Autoren jedoch zu 
dem Schluss, dass diese Wirkung nicht über vermehrt vorhandenes Bradykinin und seinen 
BKR2, sondern über die Hemmung des Angiotensin-II-Signalweges vermittelt wird. 
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Verschiedene Studien zu Ischämie-/Reperfusionszellschäden unterstützen hingegen die 
Annahme überaus günstiger Auswirkungen eines aktivierten Kinin-Kallikrein-Systems auf das 
Zellüberleben: 
In experimentellen Studien zu zerebralen (Xia et al. 2004) und myokardialen (Yoshida et al. 
2000; Yin et al. 2005) Ischämie-/Reperfusionverletzungen wurden den Versuchstieren 
(adulten Ratten) mithilfe eines transfizierten Adenovirus das humane Gen für t-Kallikrein 
übertragen. In allen Studien wurde bei diesen Tieren nach induzierter Ischämie und 
anschließender Reperfusion eine verminderte Apoptoserate der beeinträchtigten Zellen 
festgestellt, Xia et al. registrierten bei den Gliazellen sogar eine Annäherung der 
Apoptoserate an das Level der Kontrollgruppe. Durch spezifische BKR2-Hemmung ließ sich 
ebenfalls in allen drei Studien ermitteln, dass diese protektive anti-apoptotische Wirkung 
wiederum über den B2-Rezeptor vermittelt und durch Aktivierung des Akt/Bcl-2-Signalwegs 
exerziert wird. 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass es zahlreiche Belege für den zellprotektiven 
anti-apoptotischen Einfluss eines aktivierten Kinin-Kallikrein-Systems gibt, der in 
verschiedensten menschlichen und tierischen Geweben unter diversen pathologischen 
Stimuli nachgewiesen werden konnte. In alveolären Typ-II-Zellen, die zyklischer 
mechanischer Dehnung ausgesetzt werden, wie zum Beispiel bei maschineller Beatmung, ist 
dieser Einfluss insofern von Bedeutung, als dass zyklische Überdehnung nicht nur die 
Apoptoserate steigert sondern auch - wie als protektiver Gegenmechanismus der 
betroffenen Zelle - die Bradykinin-Produktion durch Kallikrein und Kininogen. Da 
dehnungsinduziert allerdings auch der Bradykinin-Abbau durch das Angiotensin-
konvertierende Enzym in erheblichem Maße aktiviert wird, kämen die zellprotektiven 
Wirkungen des aktivierten Kallikrein-Kinin-Systems nur dann zum Tragen, wenn der 
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5.3. Schlussbetrachtungen und Ausblick 
 
Maschinelle Beatmung ist in der heutigen Intensivmedizin als lebenserhaltende Maßnahme 
unverzichtbar, insbesondere in der Therapie des akuten Atemnotsyndroms (ARDS). Trotz 
lungenprotektiver Ventilationsstrategien (reduziertes VT und angemessener PEEP) sind 
weitere beatmungsbedingte Lungenschädigungen (VALI/VILI) praktisch nicht zu vermeiden. 
Denn selbst bei niedrigen Tidalvolumina kann es aufgrund der Inhomogenität der ARDS-
Lunge in manchen Lungenarealen zur maximalen Inflation und dadurch zur Zellschädigung 
kommen (baby lung effect). Die Mortalität von ARDS-Patienten ist mit über 40 % 
erschreckend hoch und ließ sich trotz verbesserter Beatmungstherapie in den letzten Jahren 
nicht entscheidend reduzieren (Wang et al. 2014; Villar et al. 2011).  
Wünschenswert wäre also die Möglichkeit, ARDS zusätzlich pharmakologisch zu therapieren 
oder gar einer ventilationsassoziierten Schädigung bzw. Exazerbation vorzubeugen.  
Überblähung, das heißt Überdehnung von alveolärem Epithel im in vitro-Experiment, führte 
bei etwa einem Drittel der Zellen zum kontrollierten Zelltod (Hammerschmidt et al. 2004). 
Diese Apoptose zu verhindern ist ein wichtiger pharmakologischer Therapieansatz. Eine 
unerlässliche Voraussetzung dafür bildet die Exploration der anti- bzw. pro-apoptotischen 
Signalwege, die durch mechanische Überdehnung in ihrer Aktivität beeinflusst werden. Dazu 
leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag, indem sie den Einfluss mechanischer Dehnung 
auf das Kinin-Kallikrein-System in alveolären Typ-II-Zellen untersucht, das durch seine 
zentrale Komponente Bradykinin rezeptorvermittelt anti-apoptotische Signalwege aktivieren 
kann. 
In Übereinstimmung mit der experimentellen Studie von Hammerschmidt et al. (2007) 
konnte auch in der vorliegenden Arbeit ein Konzentrationsabfall von Bradykinin als Reaktion 
auf zyklische Dehnung festgestellt werden. Im Fokus der weiteren Experimente stand die 
Ergründung der Ursachen dieses Konzentrationsrückgangs: Es zeigte sich eine gesteigerte 
Produktion des Bradykinin-Vorläuferproteins Kininogen 1 und eine erhöhte Aktivität des 
Bradykinin-bildenden Enzyms Kallikrein, aber auch eine starke Zunahme der Bradykinin-
abbauenden Aktivität, sodass sich die Bradykinin-Konzentration insgesamt dehnungsbedingt 
verringerte. Das anti-apoptotische Potenzial des Bradykinins im Sinne eines Zellschutzes 
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gegen Überdehnung konnte also nicht ausgeschöpft werden. Grund dafür scheint die 
Kurzlebigkeit von Bradykinin zu sein, die vor allem von der Inaktivierung durch das 
Angiotensin-konvertierende Enzym bestimmt wird. 
Um die Forschung in Richtung einer pharmakologischen Nutzbarmachung des 
anti-apoptotischen Potenzials von Bradykinin voranzutreiben, könnten unter anderem 
folgende Untersuchungen weiterführend sein: 
Zur Frage, ob sich die dehnungsinduzierte Bradykinin-Produktion noch weiter steigern lässt, 
könnte die in vitro-Dehnung isolierter AT-II-Zellen unter Zugabe von Kallikrein durchgeführt 
werden. Eventuelle protektive Effekte auf den Zelltod könnten anschließend mittels FACS 
Apoptose-Analyse quantifiziert werden. Interessant wären hierbei auch die Effekte von 
Kallikrein auf den BKR2. Kallikrein wurde von Hecquet et al. (2000, 2002) ebenfalls als 
direkter B2-Rezeptoragonist identifiziert und bewirkt in BKR2-transfizierten Ovarialzellen des 
Hamsters neben der Rezeptoraktivierung auch dessen Redistribution auf der Zellmembran. 
Ob sich diese Ergebnisse auch in AT-II-Zellen unter Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung 
bestätigen ließen, könnte im Rahmen eines Dehnexperiments unter Zugabe von Kallikrein 
geprüft werden. 
Ein weiterer Ansatz wären Versuche zur BKR2-Aktivierung durch synthetische Agonisten: Um 
der Kurzlebigkeit von Bradykinin unter Dehnungsbedingungen zu begegnen, könnte 
Bradykinin im in vitro-Dehnexperiment mit einer synthetischen Alternative ersetzt werden. 
So wurde beispielsweise von Savard et al. (2013) mit synthetisierbarem„NG291“, ein bereits 
voll wirksamer Agonist entwickelt. Verglichen mit natürlichem Bradykinin ist NG291 stabiler 
und gegen die Inaktivierung durch ACE resistent. Seine pharmakologische Wirksamkeit 
wurde bereits in verschiedenen Spezies in vergleichbarem Maße nachgewiesen (Mensch, 
Ratte, Kaninchen, Maus). Zudem ist NG291 für den B2-Rezeptor selektiv und spezifisch und 
besitzt höhere Affinität und Aktivität am Rezeptor (Savard et al. 2013). Savard und Kollegen 
gewannen diese Kenntnisse vor allem an glatten Muskelzellen und Endothelzellen der Maus. 
Die Frage nach der Übertragbarkeit der Ergebnisse auf alveoläre Epithelzellen bedürfte 
zunächst der Klärung. Anschließend könnte man sich den Wirkungen auf das Kinin-Kallikrein-
System widmen, und zwar mit besonderer Aufmerksamkeit für die Entwicklung der 
Rezeptorendichte. Die Resistenz gegenüber ACE könnte nämlich durch andauernde 
Stimulation zu einer raschen Desensibilisierung und Internalisierung des B2-Rezeptors führen 
   76 
- ein Effekt, der bei ähnlichen synthetischen B2-Rezeptoragonisten bereits beobachtet 
werden konnte (Bawolak et al. 2009). 
In vitro-Dehnversuche zur Hemmung des BK-Abbaus mittels ACE-Inhibitor Captopril wurden 
bereits durchgeführt und lieferten vielversprechende Ergebnisse (Hammerschmidt et al. 
2007). Ein nächster Schritt in diese Richtung könnte eine Vorbehandlung der Versuchstiere 
mit Captopril sein, um in vivo eine Verlangsamung des Bradykinin-Abbaus und dadurch bei 
anschließenden in vitro-Dehnexperimenten isolierter AT-II-Zellen eventuell entstehende 
zellprotektive Wirkungen zu überprüfen. 
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Die maschinelle Beatmung ist ein unerlässlicher Bestandteil der heutigen Intensivmedizin. 
Bei respiratorischer Insuffizienz ist sie essentiell, um eine ausreichende Oxygenierung der 
Patienten zu gewährleisten. Insbesondere beim akuten Atemnotsyndrom (ARDS) steht sie als 
lebenserhaltende Maßnahme alternativlos im Mittelpunkt des Therapiemanagements. 
Gerade bei vorgeschädigten Lungen, wie sie beim ARDS vorliegen, sind weitere 
beatmungsbedingte Schädigungen (VALI/VILI) durch Überblähung, Scherstress und 
Recruitment/Derecruitment praktisch vorprogrammiert. Selbst bei sogenannter protektiver 
Beatmung mit geringem Tidalvolumen und positivem endexpiratorischem Druck, wie sie in 
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der ARDS Network Studie (2000) empfohlen wird, ist die unphysiologische Überdehnung 
einzelner Lungenabschnitte aufgrund der Inhomogenität der Schädigung bei ARDS 
unvermeidbar. Dadurch kommt es unter anderem über die Induktion von Apoptose in 
alveolären Epithelzellen zur weiteren Schädigung der Blut-Gas-Barriere und häufig zu einer 
Exazerbation des Syndroms.  
Dem Nonapeptid Bradykinin wurde in alveolären Typ-II-Zellen eine zellprotektive Wirkung 
über die rezeptorvermittelte Aktivierung des anti-apoptotischen PI3K/Akt-Signalweges 
nachgewiesen, durch die dehnungsbedingte Apoptose von AT-II-Zellen in vitro verhindert 
werden konnte (Hammerschmidt et al. 2007). Bradykinin ist die zentrale Komponente des 
Kinin-Kallikrein-Systems, dessen Beeinflussung durch zyklische mechanische Dehnung in der 
vorliegenden Arbeit thematisiert wird.  
Dazu wurde in einem etablierten in vitro-Modell alveoläre Überblähung simuliert: Isolierte 
alveoläre Typ-II-Zellen gesunder erwachsener Ratten wurden auf Dehnungsmembranen 
kultiviert und für 24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung ausgesetzt. Anschließend 
wurden verschiedene Analysen auf Proteinebene jeweils im Vergleich zur ungedehnten 
Zellkultur durchgeführt. Im Einzelnen wurden der Einfluss auf Konzentration, Produktion und 
Abbau von Bradykinin sowie die Beeinflussung des Bradykinin-Rezeptors 2 untersucht.  
Die Ergebnisse ergaben folgendes Bild:  
Insgesamt sinkt die extrazelluläre Bradykinin-Konzentration durch zyklische mechanische 
Dehnung - dieses Ergebnis steht mit anderen experimentellen Studien im Einklang 
(Hammerschmidt et al. 2007). Durch die vorliegenden Versuche stellte sich heraus, dass für 
diesen Konzentrationsabfall die dehnungsbedingt stark gesteigerte Bradykinin-abbauende 
Aktivität verantwortlich ist. Diese sorgt trotz einer Steigerung der Bradykinin-Produktion 
durch Kininogen und Kallikrein, für einen Rückgang der extrazellulären Bradykinin-
Konzentration. Der Bradykinin-Rezeptor 2 zeigte in den durchgeführten Analysen keine 
signifikante Konzentrationsveränderung. 
Durch das dehnungsbedingte Absinken der Bradykinin-Konzentration wird der anti-
apoptotische PI3K/Akt-Signalweg rezeptorvermittelt in geringerem Maße aktiviert. Die 
überwiegenden pro-apoptotischen Signale leiten vermehrt den Zelltod ein, wodurch die 
Entstehung einer beatmungsbedingten Lungenschädigung (VALI/VILI) in entscheidendem 
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Maße begünstigt wird. Um in eben diese Signalketten pharmakologisch eingreifen zu 
können, ist die Kenntnis der biochemischen Vorgänge auf Zellebene und deren mechanische 
Beeinflussung grundlegend. Dazu leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag. Sie dient dem 
tieferen Verständnis des Kinin-Kallikrein-Systems in alveolären Typ-II-Zellen und beleuchtet 
den Zusammenhang mit der Entstehung von beatmungsbedingten Lungenschäden im 
Rahmen des ARDS. In diesem Sinne schafft sie eine Voraussetzung, um potentielle 
pharmakologische Angriffspunkte erkennen und die Therapie des ARDS weiterentwickeln zu 
können. 
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9. Abkürzungsverzeichnis 
 
ACE   angiotensin converting enzyme     
   = Angiotensin-konvertierendes Enzym 
AECC    American-European Consensus Conference 
ARDS   acute respiratory distress syndrome = akutes Atemnotsyndrom 
ALI   acute lung injury = akute Lungenschädigung 
BAL   bronchoalveoläre Lavage 
BK   Bradykinin 
B1-Rezeptor  Bradykinin-Rezeptor 1 
B2-Rezeptor  Bradykinin-Rezeptor 2 
BKR2   Bradykinin-Rezeptor 2 
°C   Grad Celsius 
COPD   chronic obstructive pulmonary disease     
   = chronisch obstruktive Lungenkrankheit 
cmH2O   Zentimeter Wassersäule 
CPM   Carboxypeptidase M, membranständig 
CPN   Carboxypeptidase N, plasmatisch 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 
EIA   Enzym-Immunoassay 
eNOS   endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 
FiO2   Inspiratorische Sauerstofffraktion 
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G   Gauge 
GM-CSF  Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 
h   hour = Stunde 
HKa   Proteinrest des HMWK nach der Hydrolyse von Bradykinin 
HMWK  high molecular weight kininogen = hochmolekulares Kininogen 
IgG   Immunglobulin G 
IP3   Inositoltriphosphat 
kg   Kilogramm 
KKS   Kinin-Kallikrein-System 
KLP   Kallidin-like Peptide 
LMWK   low molecular weight kininogen = niedermolekulares Kininogen 
l   Liter 
Lys-BK   Lys-Bradykinin = Kallidin 
M   molar 
MAP   mitogen activated protein 
ml   Milliliter 
µl   Mikroliter 
mM   mikromolar 
mmol   Millimol 
NEP   Neutrale Endopeptidase 
NF κB   nuclear factor kappa B 
NO   nitric oxide = Stickstoffmonoxid 
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PaO2   arterieller Sauerstoff Partialdruck 
PEEP   positiver end-expiratorischer Druck 
PI3K   Phosphoinositid-3-Kinase 
p-Kallikrein  Plasma-Kallikrein 
PPK   Plasma-Prekallikrein 
RAAS   Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
ROS   reactive oxygen species = reaktive Sauerstoffspezies 
SIRS   systemic inflammatory response syndrome 
t-Kallikrein  tissue kallikrein = Gewebe-Kallikrein 
TMB   Tetramethylbenzidin 
TNFα   Tumornekrosefaktor alpha 
TRALI   transfusion-related acute lung injury     
   = akute transfusionsassoziierte Lungenschädigung 
U/min   Umdrehungen pro Minute 
U/ml   Units pro Milliliter 
VALI   ventilationsassoziierte Lungenschädigung 
VILI   ventilationsinduzierte Lungenschädigung 
VT   Tidalvolumen 
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